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PREMESSA 
Fin dall’antichità il pesce ed i frutti di mare hanno svolto un importante ruolo 
nell’alimentazione umana. La civiltà occidentale è permeata di tradizioni e riferimenti 
culturali, inerenti i prodotti della pesca. Negli ultimi decenni il consumo di pesce si è 
diffuso in tutto il mondo e tale orientamento è stato determinato, oltre che dalla 
maggiore facilità di rifornimento, dalla consapevolezza nel consumatore 
dell’importanza dei prodotti ittici nella dieta e dal desiderio di mangiare in modo sano; i 
prodotti della pesca, infatti, sono alimenti ricchi di elementi nutritivi e rappresentano 
un’ottima fonte di proteine di alta qualità. 
La molluschicoltura rappresenta la principale voce produttiva per l’acquacoltura italiana 
ed i molluschi costituiscono il prodotto ittico più consumato nel nostro paese. In 
particolare, si allevano prevalentemente, mitili (Mytilus galloprovincialis) e vongole 
veraci filippine (Tapes philippinarum), a cui si aggiungono quantità limitate di ostriche 
(Crassostrea gigas e Ostrea edulis) e vongole veraci (Tapes decussatus) (Prioli, G. 
2008). Tuttavia il consumo di molluschi può costituire un pericolo per la salute del 
consumatore, poiché a causa della loro attività di filtrazione, possono accumulare e 
concentrare biotossine algali e microrganismi patogeni eventualmente presenti nelle 
acque, determinando tossinfezione alimentare.  
Partendo da questo presupposto e, considerando l’abitudine abbastanza radicata di 
consumare i molluschi bivalvi crudi o poco cotti, scaturisce l’esigenza di un aumento  
dei controlli sanitari che, attualmente, si limitano all’applicazione di piani di controllo 
nelle aree di produzione, per la ricerca di indicatori microbiologici di igiene o di 
sicurezza (Escherichia coli e Salmonella sp.) e delle biotossine algali, escludendo dalla 
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rete di sorveglianza i patogeni ambientali, spesso coinvolti in casi di tossinfezione 
umana (ad es. vibrioni e virus enterici) (Caburlotto et al., 2008; EFSA, 2010). 
Negli ultimi 25 anni, infatti, le segnalazioni di epidemie associate al consumo di 
molluschi, hanno riguardato solo nel 4% dei casi i patogeni associabili ad una 
contaminazione fecale delle acque (ad es. coliformi e salmonelle), mentre i batteri 
autoctoni dell’ambiente marino sono risultati responsabili per il 20% delle malattie e per 
il 99% dei decessi. Tra questi patogeni marini, un ruolo primario come agenti di 
tossinfezione è svolto da alcune specie di Vibrionaceae, (V. cholerae e V. 
parahaemolyticus). È stato anche dimostrato che i vibrioni sono più resistenti ai 
trattamenti di depurazione rispetto ai coliformi fecali ed E. coli; pertanto, la normativa 
vigente sui molluschi bivalvi, basandosi esclusivamente sulla verifica della eventuale 
presenza di batteri fecali, non assicura che tali prodotti siano esenti da questi patogeni, 
per i quali non sono stati definiti limiti di accettabilità su campioni alimentari ed 
ambientali (Croci L. et al., 2002). Per questi motivi, allo stato attuale,  sono disponibili 
scarse informazioni sulla distribuzione ambientale dei vibrioni, ed in particolare di V. 
parahaemolyticus, nel nostro Paese. E’ altresì necessario considerare che la maggior 
parte dei ceppi isolati dai prodotti ittici o dall'ambiente non risulta sempre patogena per 
l'uomo ed è quindi indispensabile dimostrare la patogenicità dei ceppi isolati (Ripabelli 
et al., 1997).  
Alla luce di queste considerazioni, lo scopo di questo lavoro è quello di fornire un 
contributo sulla presenza e distribuzione di V. parahaemolyticus in campioni di 
molluschi bivalvi vivi prelevati nell’ambito del Piano di monitoraggio e vigilanza della 
molluschicoltura della Regione Sardegna, indirizzando l’indagine alla ricerca e 
identificazione dei ceppi dotati di potenziale pandemico. 
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Casi di colera e vibriosi umana per consumo di molluschi 
Nel corso degli anni il numero di specie batteriche, appartenenti al genere Vibrio, in 
grado di provocare episodi di tossinfezione alimentare umana, associata al consumo di 
prodotti ittici crudi o poco cotti, è andato ad aumentare progressivamente (Serracca et 
al, Industrie Alimentari 2007). L’infezione da specie patogene della famiglia 
Vibrionaceae può causare due categorie distinte di infezione: colera e vibriosi, entrambe 
soggette a notifica a livello nazionale (COVIS, 2012).  
 Il colera è causato dall’infezione con il ceppo tossigeno di Vibrio cholerae, positivo per 
gli antigeni O1 o O139, ed è stato segnalato per la prima volta, negli  Stati Uniti, nel 
1832. L'infezione è caratterizzata da gastroenterite acuta con diarrea acquosa. Negli 
Stati Uniti vengono annualmente riportati una media di 5-10 casi di colera; la maggior 
parte delle infezioni vengono acquisite durante i  viaggi internazionali, tuttavia, in 
media 1-2 per  anno vengono acquisite a livello nazionale. Un aumento del numero di 
casi di colera segnalati negli Stati Uniti si è verificato in seguito ad epidemie di colera 
verificatesi nell'emisfero occidentale, come in America Latina nel 1990 e ad Haiti  nel 
2010, quasi tutte riconducibili alle esposizioni durante i viaggi internazionali. Il CDC 
(Centre of Disease Control, USA) riferisce annualmente alla WHO (World Health 
Organization) tutti i casi confermati di colera diagnosticati negli Stati Uniti. 
La vibriosi è causata da un’infezione con una specie qualsiasi della famiglia 
Vibrionaceae, ad esclusione dei ceppi tossigeni di Vibrio cholerae, positivi per gli 
antigeni O1 e O139; negli Stati Uniti si stimano ogni anno circa 80.000 casi e 300 
decessi (Scallan et al., 2011). Le più diffuse manifestazioni cliniche sono rappresentate 
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da diarrea acquosa, setticemia primaria, infezioni di ferite ed otite esterna. I fattori di 
rischio per tale patologia comprendono il consumo di frutti di mare, soprattutto ostriche 
crude, e il contatto con corpi idrici naturali, in particolare acque marine o di estuario. I 
Vibrioni sono stati riconosciuti come un patogeno importante, negli Stati Uniti, nel  
1970, e nel gennaio 2007, il CSTE (Council of State and Territorial Epidemiologists) ha 
raccomandato che l'infezione con tutte le specie di Vibrio deve essere soggetta a 
denuncia a livello nazionale; nel 2011 la definizione di vibriosi è stata ampliata per 
includere un’infezione con una specie qualsiasi della famiglia Vibrionaceae. 
Il sistema COVIS (Cholerae and Other Vibrio Illness Surveillance) è un database che 
riporta tutti i casi di patologia umana causata da tutte le specie di Vibrio, ed è stato 
avviato da CDC, FDA, e dagli stati del Golfo (Alabama, Florida, Louisiana e Texas) nel 
1988. Il CDC permette al COVIS di ottenere informazioni affidabili su patologie 
associate ad una specie appartenente alla famiglia delle Vibrionaceae; fornisce le 
informazioni riguardanti le categorie di rischio, l’esposizione al rischio, e le tendenze a 
regolamentare e ad altre agenzie di prevenzione. Questi dati vengono utilizzati per 
sviluppare le informazioni utili ad educare i consumatori relativamente ai rischi per la 
salute, connessi al consumo di frutti di mare, così come possono aiutare a determinare i 
fattori di rischio legati all’ospite, all’alimento e ambientali. Anche se tutte le infezioni 
da Vibrio sono soggette a denuncia a livello nazionale, molti casi probabilmente non 
vengono riconosciuti e segnalati perché i vibrioni non sono facilmente identificati dalle 
metodiche di routine.  
Tra i vibrioni, Vibrio parahaemolyticus rappresenta una comune causa di malattie di 
origine alimentare in molti paesi asiatici, tra cui la Cina (31,1% delle epidemie di 
origine alimentare segnalati tra il 1991 e il 2001), il Giappone (segnalato nel 20-30% 
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dei casi di infezione di origine alimentare tra il 1981 ed il 1993) e Taiwan (1.495 casi 
segnalati tra il 1981 e il 2003, che rappresentano il 69% di tutte le epidemie di origine 
alimentare batteriche in questo periodo). Inoltre, è riconosciuto come la principale causa 
di gastroenterite umana associata al consumo di frutti di mare negli Stati Uniti 
(Caburlotto et al., Eurosurveillance 2008). In Europa, il rischio di infezioni da V. 
parahaemolyticus è considerato molto basso (European Commission, 2001) e per questo 
motivo il monitoraggio di questo microrganismo è stato escluso dalle più importanti reti 
europee di sorveglianza delle malattie infettive. Tuttavia, focolai sporadici sono stati 
segnalati in paesi come la Spagna e la Francia. In Spagna nel 1989 furono registrati otto 
casi di gastroenterite da Vibrio parahaemolyticus dovuti al consumo di molluschi e 
prodotti ittici, e nel 1999 in Galizia si registrarono 64 casi associati al consumo di 
ostriche crude. Più recentemente, nel luglio 2004, in Spagna si registrarono 80 episodi, 
in occasione di un pranzo nuziale. Un’analisi epidemiologica associò i casi al consumo 
di granchi bolliti, preparati in condizioni igieniche inadeguate (Lozano-León A et al., 
Microbiol Lett. 2003) mentre in Francia è stata segnalata, nell'aprile 1997, una grave 
epidemia di gastroenterite da  Vibrio parahaemolyticus, che ha coinvolto 44 persone in 
seguito al consumo di gamberetti importati dall'Asia (Robert-Pillot A et al., Food 
Microbiol. 2004). Infezioni di ferite gravi e setticemia sono stati segnalati 
principalmente nei soggetti immunodepressi, bambini e persone anziane. Durante 
l'estate del 2006, sono state segnalate, in diversi paesi europei, infezioni di ferite in 
bagnanti causate da Vibrio specie. In Germania, sono stati segnalati tre casi di  infezione 
da V. vulnificus, e tre persone provenienti da sud-est della Svezia sono stati infettati con 
ceppi di V. cholerae non-agglutinanti e non produttori di tossina. I tre pazienti 
provenienti dalla Germania e due pazienti provenienti da Svezia erano affetti da 
patologie croniche. Tutte queste infezioni sono state associate al contatto con l'acqua del 
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Mar Baltico (Schets FM et al., Eurosurveillance 2006). In Danimarca, i dipartimenti di 
microbiologia clinica hanno diagnosticato 15 casi di infezione umana nel 2006, dovuti a 
batteri acquatici del genere Vibrio (V. alginolyticus e V. parahaemolyticus), che hanno 
causato principalmente infezioni della pelle e dell’orecchio (Andersen PH, 2006). 
Nel corso di una serie di campagne di campionamento organizzato all'interno del 
progetto quadro ―Vibrio Sea project‖ (progetto di ricerca internazionale, finanziato dal 
CNES e dall'Istituto Pasteur, in Francia) e condotto nel nord del mare Adriatico nella 
zona della laguna di Venezia dal giugno 2006 al novembre 2007, è stato ottenuta una 
collezione di ceppi ambientali di V. parahaemolyticus. Sono stati isolati 
prevalentemente durante la stagione calda (da maggio a ottobre) e sono stati trovati in 
campioni di acqua, plancton e sedimenti (Caburlotto et al., Eurosurveillance 2008). 
Secondo il report EFSA 2012, relativamente ai dati raccolti da 35 casi distribuiti in 
alcuni paesi dell’unione Europea (Belgio, Danimarca, Francia, Irlanda, Olanda, Spagna 
e Regno Unito), risulta che nel 2,9% dei casi di focolai di tossinfezione alimentare 
confermati, che hanno implicato crostacei, frutti di mare, molluschi e prodotti derivati, 
l’agente eziologico era rappresentato da Vibrio parahaemolyticus. In particolare, viene 
segnalato dalla Spagna, un episodio di gastroenterite da Vibrio parahaemolyticus che ha 
coinvolto 51 soggetti, senza ospedalizzazioni o decessi. I casi sono stati collegati al 
consumo di crostacei, molluschi e frutti di mare, durante un pranzo di lavoro in mensa 
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Genere Vibrio  
Il genere Vibrio, appartenente alla famiglia delle Vibrionaceae, comprende bacilli 
Gram-negativi con dimensioni di 2-3 µm di lunghezza e 0,6 µm di larghezza, a forma 
talvolta leggermente ricurva e mobili per la presenza di un flagello polare; presentano 
metabolismo sia fermentativo che aerobio e non producono spore. Le specie 
appartenenti a questo genere, sono catalasi e ossidasi-positive e fermentano il glucosio, 
alcune con produzione di gas. La crescita della maggioranza dei vibrioni è stimolata 
dalla presenza di sodio e tale ione risulta indispensabile per alcune specie (Farmer et al., 
2005), sono inoltre sensibili all'agente vibrostatico 0/129 che viene utilizzato come test 
diagnostico (Etinosa et al., 2008). I vibrioni crescono bene a valori neutri e alcalini; 
pertanto i valori di pH, sia nei terreni selettivi che di arricchimento, sono generalmente 
compresi tra 8 e 8.8 e tutte le specie sono acido-sensibili. La maggior parte dei vibrioni 
ha delle esigenze di crescita relativamente semplici e svilupperà in supporti sintetici con 
glucosio come unica fonte di energia. Tuttavia, poiché vibrioni sono tipicamente 
organismi marini, la maggior parte delle specie richiede il 2-3% di NaCl o una base di 
acqua di mare per una crescita ottimale.  
Negli ultimi 25 anni, secondo il report del CDC (Centre of Disease Control, USA), i 
batteri patogeni associabili a contaminazione fecale delle acque, quali coliformi e 
salmonelle, si sono resi responsabili del 4% delle epidemie associate ai molluschi, per 
contro i batteri naturalmente presenti nell’ambiente marino, sono stati responsabili per il 
20% delle malattie e per il 99% dei morti (Suffredini, 2001). I microrganismi 
appartenenti al genere Vibrio fanno parte della flora batterica acquatica autoctona infatti 
sono diffusi sia in habitat marini e d'acqua dolce che in associazione con animali 
acquatici e, la loro presenza, è difficilmente correlabile a quella degli indicatori di 
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contaminazione fecale. Vista la scarsa correlazione di questi microrganismi con 
l’inquinamento fecale (Koh EGL, Huyn JH, LaRock PA. 1994), la contaminazione dei 
prodotti della pesca freschi, es. crostacei, molluschi e pesce, è strettamente legata alla 
presenza naturale dei vibrioni nell’ambiente da cui i prodotti sono stati raccolti. Infatti, a 
differenza della maggior parte dei patogeni enterici, non vengono immessi 
nell’ambiente idrico attraverso gli scarichi ma la loro presenza nell’ambiente, risulta 
maggiormente legata, a variazioni delle condizioni climatiche, quali innalzamenti atipici 
della temperatura delle acque e inondazioni stagionali (Rapporto ISTISAN, 2000). 
Alcune specie come ad esempio, V. cholerae, comprendono gravi agenti patogeni degli 
esseri umani, mentre un numero relativamente ridotto di specie, come V. 
parahaemolyticus e V. vulnificus, possono causare infezioni sia negli animali acquatici 
che nell’uomo. Alcune infezioni da vibrioni vengono comprese fra quelle malattie che 
richiedono quarantena ed obbligo di notifica alla World Health Organization, in quanto 
potenzialmente letali, come il caso di Vibrio cholerae, oppure possono aver determinato 
un alto numero di tossinfezioni in alcuni Paesi, come  le epidemie da V. 
parahaemolyticus in USA, in Giappone e nel Sud-Est Asiatico (Croci L. e Suffredini E., 
2003); ancora, Vibrio alginolyticus e vulnificus possono essere rari agenti infettivi di 
ferite cutanee o di sepsi in soggetti immunocompromessi (Coleman et al. ,1996; Aubert 
et al. , 2001). Vengono riconosciute appartenere al genere Vibrio quasi 70 specie, per lo 
più di origine marina, con una tassonomia in continuo aggiornamento per l'aggiunta di 
nuove specie; tra le più conosciute, oltre venti sono patogene per gli animali, mentre 
dodici possono causare infezione umana, di queste, otto vengono associate con infezioni 
del tratto gastrointestinale per consumo di alimenti contaminati. Microrganismi 
appartenenti al genere Vibrio, essendo ampiamente diffusi nell’ambiente acquatico e di 
conseguenza nei prodotti ittici, possono essere coinvolti in forme gastroenteriche, e tra i 
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fattori che oggi concorrono ad aumentare il rischio di infezione, vi sono la 
globalizzazione dei mercati, che prevede frequenti scambi commerciali con Paesi a 
rischio e l’aumento dell’immigrazione da Paesi dove le infezioni da Vibrio spp. sono 
endemiche (Cozzi L., Ciccaglioni G., 2004). Il genere Vibrio comprende batteri che 
vivono nell’ambiente marino, liberi o associati ad alti livelli, ad ospiti eucarioti; V. 
vulnificus e V. parahaemolyticus sono frequentemente ritrovati nei molluschi bivalvi, 
con maggiore incidenza rispetto ad altri animali acquatici, indicando che i molluschi 
costituiscono un’importante nicchia ecologica per queste specie. A temperature inferiori 
ai 10°C i vibrioni  sembrano mostrare un’adesione più tenace ai tessuti dei molluschi, 
hanno inoltre capacità di interagire con la loro emolinfa, causando difficoltà 
nell’eliminazione e risultano quindi più resistenti ai normali trattamenti di depurazione 
(Arcangeli G., 2005). Nei prodotti della pesca europei si segnala una minore frequenza 
di Vibrio patogeni  rispetto a quelli di aree più calde, in quanto la loro presenza è in 
funzione della temperatura delle acque; nei mesi estivi, infatti, si osserva una maggiore 
positività. 
 
Ecologia di Vibrio 
I principali fattori che influenzano l'insorgenza e la distribuzione di Vibrio in ambienti 
acquatici sono le variazioni di temperatura, salinità, pressione osmotica, pH, la 
disponibilità di nutrienti e l'associazione con organismi marini; i vibrioni sono quindi 
costretti a subire profonde e frequenti modificazioni dall’ambiente circostante e 
riescono a sopravvivere a lungo,  mostrando elevata adattabilità alle variazioni 
climatiche, grazie a modificazioni genotipiche e fenotipiche. In condizioni ambientali 
ostili i vibrioni  tendono ad assumere dimensioni ridotte, si possono infatti ridurre da 15 
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a 300 volte, in queste condizioni possono quindi non essere trattenuti sulle membrane 
comunemente utilizzate per filtrare le acque; inoltre, pur mantenendo intatta la loro 
patogenicità, entrano in una fase di quiescenza, arrestando i cicli di divisione; quindi, 
pur restando metabolicamente attivi, possono perdere la capacità di moltiplicarsi 
tendendo a rimanere vitali ma diventando non coltivabili, con i metodi tradizionali di 
isolamento (VBNC). In condizioni favorevoli, spesso a seconda della stagione, possono 
ritornare  allo stato vegetativo per la loro crescita e la moltiplicazione (Etinosa  et al., 
2008). 
Vibrio spp. mostra differenti sensibilità alle condizioni ambientali, ma è difficile 
valutare l'effetto di un singolo parametro, poiché alcuni fattori interagiscono tra loro. La 
temperatura dell'acqua è considerata il fattore più importante che disciplina la 
distribuzione e la quantità di vibrioni patogeni. La loro densità in generale rimane 
piuttosto bassa a temperature inferiori a 20°C e le concentrazioni più elevate si 
verificano quando la temperatura dell'acqua è tra 20°C e 30°C (Etinosa  et al., 2008), 
mentre l’isolamento di pressoché tutte le specie diventa piuttosto raro quando la 
temperatura scende al di sotto dei 10 °C (Cozzi L., 2005).  La relazione diretta tra specie 
di Vibrio e la temperatura dell'acqua, determina variazioni stagionali e geografiche nella 
distribuzione batterica, come è stato osservato negli Stati Uniti, in Asia ed in Europa 
(Arias et al., 1999); tale andamento stagionale dei vibrioni nell’ambiente, come pure 
l’incremento nei mesi estivi delle tossinfezioni prodotte dai vibrioni, sono stati 
ampiamente documentati.  
I vibrioni mostrano un comportamento variabile rispetto alle variazioni di salinità: V. 
cholerae, le cui principali riserve ambientali sono rappresentate dalle acque di estuario e 
fluviali, tollera salinità comprese fra lo zero e il 3%, mentre altri vibrioni, diffusi invece 
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negli ambienti costieri, come V. parahaemolyticus e V. vulnificus, crescono più 
rapidamente con una salinità uguale o superiore al 3%. Un altro fattore in grado di 
influenzare la sopravvivenza dei vibrioni nell’ambiente è il pH, i vibrioni sono infatti 
molto sensibili alle condizioni acide, a pH <5 lo sviluppo viene inibito ma sono in grado 
di crescere anche con valori di pH fino a 9 (Suffredini E., Croci L., 2001). Studi recenti 
hanno evidenziato come alcuni ceppi di V. cholerae producano una matrice 
intercellulare che favorendo l’aggregazione dei batteri, fornisce protezione al 
microrganismo nei confronti di condizioni avverse; inoltre, rispetto alle cellule allo stato 
libero, l’associazione con zoo e fitoplancton e con macrofite (alghe brune) può  
permettere ai vibrioni una sopravvivenza più lunga (Suffredini E., Croci L., 2003).  
 
Vibrio parahaemolyticus 
Ambienti di estuario sono l'habitat naturale di molti Vibrio spp. comprese le specie 
patogene per l'uomo.   Vibrio parahaemolyticus è un noto agente patogeno umano, che 
causa gastroenterite attraverso il consumo di frutti di mare crudi o poco cotti, ed è stato 
trovato a rappresentare il 20 - 30% di tutti i casi di intossicazione alimentare in 
Giappone. E’ anche segnalato per essere un agente importante della diarrea del 
viaggiatore  (Alam M. J. et al., 2002) e del personale dell'esercito (Qadri et al., 2003). 
Dal momento che V. parahaemolyticus è estremamente sensibile al calore, la sua 
presenza nei prodotti cotti è da imputare ad un trattamento termico improprio o ad una 
ricontaminazione del prodotto post cottura (Yeung M. and Boor K. J., 2004).  
Vibrio parahaemolyticus è un patogeno umano che si trova naturalmente negli ambienti 
marini e viene isolato da una varietà di pesci e frutti di mare tra cui merluzzo, sardine, 
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sgombri, sogliole, vongole, polpo, gamberetti, granchi, aragoste, gamberi, capesante e 
ostriche. I sintomi tipici comprendono gastroenterite acuta, caratterizzata da diarrea, 
cefalea, vomito, nausea, crampi addominali e lievi stati febbrili. V. parahaemolyticus è 
riconosciuto come la principale causa di gastroenterite umana associata al consumo di 
frutti di mare negli Stati Uniti e un importante patogeno di origine marina in tutto il 
mondo (Su Y. C., Liu C., 2007). Inoltre, anche se la gastroenterite è spesso 
autolimitante, l'infezione può causare setticemia, soprattutto per pazienti 
immunocompromessi, compresi quelli con leucemia, epatiti croniche, infezione da virus 
dell'immunodeficienza umana e l'AIDS (Qadri et al., 2003). La maggior parte dei casi di 
infezione possono essere trattati con la sola reidratazione orale. Talvolta si rende 
necessario il trattamento con antibiotici, come doxiciclina, ciprofloxacina o eritromicina 
(Qadri et al., 2003). Questo batterio può anche causare infezioni di ferite cutanee, 
comune tra i pescatori o comunque in persone esposte all'acqua di mare contaminata 
(Nelapati S, Nelapati K, Chinnam B K, 2012); questo tipo di infezione è talvolta 
limitata a cellulite, ma può progredire fino a fascite necrotizzante, un'infezione rara dei 
tessuti molli, caratterizzata da una rapida diffusione di batteri con infiammazione e 
necrosi dei tessuti associati (Broberg et al, 2011).  
 
Distribuzione in ambienti marini 
V. parahaemolyticus fa parte della normale flora microbica delle acque costiere, nelle 
regioni tropicali e temperate di tutto il mondo. La sua concentrazione e distribuzione  
viene fortemente influenzata da fattori ambientali, quali salinità e temperatura 
dell’acqua, e dalla sua interazione con forme di vita superiori dell’ambiente marino. 
Nelle stagioni fredde il microrganismo viene isolato soprattutto dai sedimenti, mentre 
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quando la temperatura dell'acqua raggiunge valori superiori ai 14°C,  come in tarda 
primavera o all'inizio dell'estate, viene rilasciato dal sedimento e si può ritrovare libero 
nelle acque costiere, nei pesci e nei molluschi. Pertanto, è più probabile rilevare V. 
parahaemolyticus in ostriche raccolte in primavera e in estate piuttosto che nella 
stagione invernale (Su Y. C., Liu C., 2007). La salinità è un altro requisito 
indispensabile per la moltiplicazione e la sopravvivenza di V. parahaemolyticus. Infatti, 
sulla base di studi di laboratorio (DePaola et al., 2000), ha mostrato di poter crescere in 
concentrazioni di cloruro di sodio da 0,5% a 10%, con livelli ottimali tra 1% e 3%. Le 
concentrazioni di V. parahaemolyticus nei prodotti della pesca sono generalmente 
inferiori a 10
3
 c.f.u. per g. ma possono essere più alte quando la raccolta avviene in 
acque molto calde. Inoltre questa eventualità, unita con i tempi rapidi di replicazione di 
questo patogeno, risulta essere particolarmente pericolosa poiché permetterebbe di 
raggiungere rapidamente concentrazioni in grado di indurre malattia negli adulti sani, 
nei quali la dose infettante è superiore alle 10
5
 c.f.u. per g (Croci e Suffredini, Istituto 
Superiore di Sanità, Roma 2003; Yeung M. and Boor K. J., 2004). Le linee guida attuali  
del FDA, prevedono per i frutti di mare un limite massimo di 10.000 cellule per 
grammo di V. parahaemolyticus, ma l’inadeguatezza di questo limite è indicato dai 
focolai che si sono verificati negli Stati Uniti, nonostante i vibrioni fossero in numero 
inferiore al limite consentito (Nelapati S, Nelapati K, Chinnam B K, 2012). 
 
Patogenesi e fattori di patogenicità 
Il periodo di incubazione di V. parahaemolyticus può andare dalle 3 alle 24 ore, di solito 
circa 10-15 ore. I dosaggi sperimentali necessari perché si manifesti la gastroenterite, in 




 cfu (Nelapati S, Nelapati K, Chinnam B 
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K, 2012). Bisogna però considerare che, la maggior parte dei ceppi isolati dall'ambiente 
o da prodotti ittici, non sono patogeni per l'uomo; è quindi, necessario dimostrarne la 
patogenicità, prima di poter considerare un ceppo isolato, da un alimento o 
dall'ambiente, responsabile di epidemie o di casi sporadici (Ripabelli et al., 1997). Tutti 
i ceppi di V. parahaemolyticus producono una emolisina termolabile, che non determina 
patogenicità ed è codificata dal gene LHT, che viene utilizzata per identificare, tramite 
PCR, tutti i ceppi di V. parahaemolyticus, clinici ed ambientali. Ceppi clinici di V. 
parahaemolyticus si differenziano invece da quelli ambientali, per la loro capacità di 
produrre una emolisina termostabile diretta (TDH), un enzima in grado di lisare i 
globuli rossi (ß-emolisi ) su piastre di agar sangue (agar Wagatsuma). L'attività 
emolitica di TDH, denominata  come ―fenomeno di Kanagawa‖ (KP), è stata segnalata 
per essere comunemente associata, con i ceppi isolati da esseri umani con gastroenterite 
ma sono stati raramente osservati negli isolati ambientali ( circa il 1-2%); pertanto, il 
TDH è stato riconosciuto come il principale fattore di virulenza di V. parahaemolyticus 
(Su Y. C., Liu C., 2007). Il test KP è comunemente utilizzato per identificare il V. 
parahaemolyticus patogeno, in frutti di mare e campioni provenienti da pazienti infetti. 
La riproducibilità del test KP dipende da pH, terreni salini e dal tipo eritrocitario; ne 
consegue, che l'identificazione dei sierotipi patogeni da tale metodo, non risulta sempre 
preciso. L’identificazione del gene tdh in campioni, ha dimostrato di predire più 
accuratamente la virulenza dei ceppi, in quanto è un test genetico piuttosto che un test 
fenotipico (Broberg et al, 2011). Raimondi et. al. (1995) hanno dimostrato che la TDH è 
una delle poche enterotossine prodotte da patogeni umani, la cui azione è mediata dal 
calcio intracellulare; infatti, sembra agire sulle membrane cellulari come una tossina 
formante pori che, alterano il flusso di ioni nelle cellule intestinali, determinando così 
una risposta secretoria e diarrea (Yeung M. and Boor K. J., 2004). Nonostante le 
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indagini epidemiologiche abbiano rivelato un forte legame tra il fenomeno di Kanagawa 
(KP) e la patogenicità di V. parahaemolyticus; durante un focolaio,  sono  stati isolati da 
pazienti, dei ceppi KP-negativi che non hanno prodotto TDH ma una emolisina TDH-
correlata (TRH) (Su Y. C., Liu C., 2007). Shirai et al. (1990) hanno esaminato 215 
ceppi clinici di V. parahaemolyticus, isolati da pazienti con diarrea, per la presenza di 
geni codificanti TDH (Tdh) e TRH (TRH) e ha scoperto che 52 ceppi (24,3%) 
contenevano solo il gene trh. Questi risultati indicano che anche il TRH è un fattore di 
virulenza di V. parahaemolyticus e i due geni si presentano immunologicamente e 
biologicamente simili (Yeung M. and Boor K. J., 2004). Dalla letteratura emerge che, i 
ceppi trh+, sono isolati prevalentemente dai pesci, mentre i tdh+ dai molluschi bivalvi 
(Rodriguez-Castro et al., 2010). Sono stati determinati inoltre un certo numero di fattori 
di virulenza, per V. parahaemolyticus e comprendono, oltre le tossine TDH e TRH, i 
promotori di adesione cellulare come i flagelli e la capsula, la produzione di ureasi, che 
ha una forte correlazione con la presenza di TRH e TDH ed  un sideroforo chiamato 
'vibrioferrin' (Yeung & Boor, 2004; Drake et al, 2007; Broberg et al, 2011). L’idrolisi 
dell’urea è stata proposta come test supplementare di virulenza, per alcuni ceppi di V. 
parahaemolyticus patogeni; infatti, da uno studio di Kaysner et al. (1994) svolto su 
molluschi raccolti nel Nord-Ovest del Pacifico, è stata dimostrata una forte correlazione 
tra la presenza del gene TDH e la produzione di ureasi. La maggior parte dei ceppi UH+ 
appartenevano ai siero gruppi O3, O4 e O5, mentre i ceppi TDH+ ai sierogruppi O4 e 
O5. I ceppi più frequentemente associati con la malattia umana risultavano UH+ ed 
appartenevano al sierogruppo O4 (Kaysner et al.,1994). Il test per la produzione di 
ureasi è una prova biochimica, che può quindi essere utilizzata  per  una selezione 
iniziale dei ceppi di Vibrio parahaemolyticus potenzialmente patogeni. Ancora, tra i 
fattori di patogenicità si considera il ―vibroferrin‖. Si parte dal presupposto che il ferro 
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sia essenziale per la sopravvivenza dei batteri e, al fine di acquisire tale elemento dal 
loro ambiente, molti agenti patogeni come E. coli e Klebsiella pneumoniae, producono 
chelanti del ferro chiamati siderofori. In condizioni di ferro limitate, V. 
parahaemolyticus produce un nuovo sideroforo chiamato ―vibrioferrin‖. Un aumento 
della produzione di tale sideroforo può garantire ai  ceppi una maggiore competitività 
per la sopravvivenza, in un ambiente con limitate disponibilità di ferro, come nell'ospite 
umano (Yeung M. and Boor K. J., 2004).  
I ceppi di V. parahaemolyticus possono essere differenziati per sierotipizzazione, con 
antisieri disponibili in commercio; ad oggi sono stati identificati ben 13 gruppi di 
antigeni 0 e 71 tipi di K . Tutti i ceppi di V. parahaemolyticus condividono un antigene 
comune (flagellare) (Bisha B. et al., 2012). La maggior parte dei focolai di infezione da 
V. parahaemolyticus sono stati causati da diversi sierotipi; tuttavia, sono state riportate 
in molti paesi, dal 1996, una maggiore incidenza di gastroenteriti causate dal sierotipo 
O3: K6 (Su Y. C., Liu C., 2007). Da allora, i sierotipi O3: K6 sono stati considerati 
come i primi ceppi pandemici di V. parahaemolyticus e sono coinvolti in un numero 
elevato di epidemie di origine alimentare in diversi paesi asiatici. Altri focolai di origine 
alimentare, sempre attribuibili al ceppo pandemico O3: K6, si sono verificati negli Stati 
Uniti e sono stati associati con il consumo di ostriche; ancora, lo stesso sierotipo, è stato 
coinvolto in due focolai in Cile nel 1998 e nel 2004, in Francia e in Spagna, 
determinando la diffusione del sierotipo O3: K6, anche in Europa (Bisha B. et al., 
2012). 
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Caratteristiche di resistenza in relazione alle tecniche di depurazione 
comunemente utilizzate in molluschicoltura 
I rischi principali legati al consumo di molluschi bivalvi derivano dal livello di 
contaminazione microbiologica delle acque in cui crescono, in particolare, quando 
questi sono destinati ad essere consumati crudi o poco cotti. A causa della loro capacità 
filtrante, infatti, i molluschi bivalvi concentrano i contaminanti ad un livello più elevato 
rispetto all’ambiente circostante e, una volta ingeriti dall’uomo, possono essere causa di 
tossinfezione alimentare (Lee R. et al., 2008). Per limitare il rischio di malattia è 
necessario che l’approvvigionamento di molluschi avvenga da zone in cui tali 
contaminanti siano a livelli relativamente bassi, il rischio può essere ridotto 
ulteriormente con un adeguato trattamento post raccolta  (Lee R. et al., 2008). La 
depurazione, intesa come processo di risanamento microbiologico del prodotto, 
costituisce un passaggio estremamente importante per la filiera, sia per quanto riguarda 
la salubrità, prerequisito della qualità alimentare, sia per la rintracciabilità delle 
produzioni. Infatti da un lato deve garantire l’abbattimento delle cariche microbiche 
(Coliformi fecali, E. coli e Salmonelle) entro precisi limiti di legge, dall’altro deve 
essere effettuata in modo da non mescolare prodotti di provenienze diverse (Cataudella 
S. e Bronzi P., 2001). La depurazione è un processo  mediante il quale i molluschi 
vengono tenuti in vasche di acqua di mare pulita, in condizioni che, massimizzando 
l'attività di filtraggio naturale che provoca l'espulsione del contenuto intestinale, 
migliora la separazione dei contaminanti eliminati dai bivalvi ed impedisce la 
ricontaminazione. Qualunque sia il metodo utilizzato per la depurazione, risultano 
fondamentali, per l’efficacia del processo: il tempo di trattamento del prodotto, la 
vitalità dei molluschi e le caratteristiche fisico-chimiche e microbiologiche dell’acqua 
(Cataudella S. e Bronzi P., 2001). Attualmente, l’efficacia dei sistemi di depurazione 
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viene valutata in relazione al rispetto dei criteri microbiologici di sicurezza alimentare, 
previsti dal Reg. CE 2073/2005 (E. coli e Salmonella), e a quelli biotossicologici, 
previsti dal Reg. CE 853/2004. La normativa stabilisce che tutti i molluschi non 
classificati idonei al consumo diretto, ovvero quelli provenienti dalle zone B e C, siano 
sottoposti a depurazione; attualmente i metodi di disinfezione delle acque destinate alla 
depurazione dei molluschi, si basano sulla utilizzazione di agenti fisici, quali UV e 
filtrazione, o agenti chimici, quali cloro, iodofori ed ozono. La depurazione è efficace 
nella rimozione di molti contaminanti batterici fecali dai molluschi; per il modo in cui 
viene attualmente praticata, è in grado di rimuovere solo livelli bassi o moderati di 
contaminazione microbica, di conseguenza non può essere utilizzata per molluschi 
bivalvi fortemente contaminati. La depurazione si rivela inoltre meno efficace nella 
rimozione di contaminanti virali, come norovirus e epatite A, e allo stesso modo, risulta 
non sempre efficace o inefficace, nel rimuovere altri contaminanti come vibrioni marini 
(ad esempio Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus), biotossine algali, metalli 
pesanti o sostanze chimiche organiche (Lee R. et al., 2008). La differente reazione ai 
processi di depurazione, di E. coli  rispetto ai vibrioni, è stata confermata da diversi 
studi. In una ricerca condotta da Croci e Suffredini nel 2002, viene confermato che, in 
condizioni sperimentali di depurazione, in acqua ozonizzata per 44 ore, si ha un rapido 
declino della concentrazione iniziale di E. coli entro le prime  5 h, e una riduzione finale 
di un fattore 1000; mentre per V. cholerae O1 e V. parahaemolyticus, l’abbattimento 
della concentrazione iniziale è solo pari ad un fattore 10, a fine trattamento. Questi 
risultati dimostrano che E. coli è un indice inadeguato di sicurezza microbiologica dei 
molluschi bivalvi, non solo perché la sua presenza non è correlata con la presenza di 
vibrioni presenti in natura, ma anche come mezzo per valutare l'efficacia del processo di 
depurazione. Dal momento che E. coli viene rilasciato molto più facilmente e 
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rapidamente rispetto a V. cholerae O1 e V. parahaemolyticus, la sua riduzione non può 
essere utilizzata per indicare un calo del numero di vibrioni. (Croci L. et al., 2002). 
Tenendo presente che, i contaminanti microbici naturalmente acquisiti, depurano ad un 
ritmo ancora più lento di quelli acquisiti sperimentalmente, l'adozione di tempi di 
trattamento più brevi, per i molluschi con alte cariche iniziali di vibrioni, produrrebbe 
una riduzione insufficiente a garantire la sicurezza dei consumatori, soprattutto delle 
fasce a maggior  rischio, suscettibili anche a dosi infettanti inferiori alla norma. Inoltre, 
in caso di metodi inadeguati di conservazione dei molluschi dopo la depurazione, si 
potrebbero determinare condizioni particolarmente favorevoli per la proliferazione dei 
vibrioni, vista la riduzione della microflora competitiva (Croci L. et al., 2002). 
Esempio di risk analysis su Vibrio parahaemolyticus 
La Commissione Europea, tramite il Comitato Scientifico per le misure veterinarie 
relative alla sanità pubblica, ha condotto nel 2001 una valutazione del rischio, per 
caratterizzare i fattori che influenzano l'impatto sulla salute pubblica, associata alla 
presenza di Vibrio parahaemolyticus in frutti di mare crudi e poco cotti, ed esaminare 
l’opportunità di fissare standard per tale agente patogeno. 
In questo modo, il Comitato è invitato a prendere in considerazione i principi per lo 
sviluppo di criteri microbiologici, per i prodotti animali e i prodotti di origine animale, 
destinati al consumo umano e di sviluppare una valutazione dei rischi appropriata. 
 
Identificazione del rischio: Vibrio parahaemolyticus è un abitante autoctono 
dell’ecosistema marino e la malattia causata da questo batterio è comune in Asia e negli 
Stati Uniti; tuttavia raramente si verificano casi in Europa. Ogni individuo esposto può 
essere infettato con Vibrio parahaemolyticus e sviluppare la malattia che si manifesta, 
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generalmente, con episodi gastroenterici. La gastroenterite è di solito di breve durata e 
di moderata gravità ed è caratterizzata da diarrea, vomito, crampi addominali e, 
raramente, può aggravarsi con forme setticemiche. Secondo il FDA (Food and Drug 
Administration) gli individui con malattie croniche (come il diabete, malattia epatica 
alcolica, l'epatite cronica, e quelli che ricevono trattamenti immunosoppressivi per il 
cancro o l'AIDS) non sembrano essere a più alto rischio di contrarre l'infezione iniziale 
rispetto agli individui sani. Tuttavia, gli individui con patologie croniche sembrano 
avere un rischio più elevato che l’infezione iniziale sviluppi in setticemia (CFSAN FDA 
2005). L’infezione da Vibrio parahaemolyticus  è quasi esclusivamente associata con il 
consumo di materie prime, non sufficientemente cotte, pesci e molluschi, in particolare 
ostriche, o ricontaminate dopo la cottura. Meno comunemente, questo organismo può 
causare un'infezione della pelle, quando una ferita cutanea viene esposta ad acqua di 
mare temperata e contaminata. 
In Asia, Vibrio parahaemolyticus è una comune causa di malattia di origine alimentare, 
responsabile circa del 70% delle infezioni di origine alimentare segnalate dal 1960. La 
maggior parte delle epidemie giapponesi sono associate con il consumo di pesce. Negli 
Stati Uniti il Food and Drug Administration (FDA) ha condotto nel 2004 una 
valutazione del rischio per caratterizzare i fattori che influenzano l'impatto sulla salute 
pubblica associata al consumo di ostriche crude contenenti il Vibrio parahaemolyticus 
patogeno.  La valutazione del rischio è stata condotta in seguito all'emergenza che si è 
verificata tra il 1997 e il 1998 negli Stati Uniti, che ha coinvolto più di 700 casi di 
malattia associata a Vibrio parahaemolyticus. Questi focolai hanno rinnovato l’interesse 
per questo patogeno come grave minaccia di origine alimentare per la salute pubblica e 
ha sollevato delle preoccupazioni circa l'efficacia delle linee guida di gestione dei rischi, 
disponibili fino a quel momento. Vibrio parahaemolyticus si moltiplica e colonizza 
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l'intestino di molluschi filtratori come ostriche, cozze e vongole. Il CDC stima che del 
totale delle tossinfezioni da Vibrio negli Stati Uniti (in media 7.880 all'anno), circa 
4.500 sono causate  da Vibrio parahaemolyticus e di queste, circa 2.800, vengono 
associate al consumo di ostriche crude. 
Caratterizzazione del pericolo: 
- sintomi dell’infezione umana: I sintomi principali della gastroenterite da Vibrio 
parahaemolyticus sono la diarrea acquosa e crampi addominali uniti a nausea, vomito e 
febbre. Possono anche manifestarsi mal di testa e brividi. Il periodo di incubazione è 
compreso tra 4 e 96 ore (in media 15 ore) e la durata media della malattia è di 2,5 
giorni, ma può durare più a lungo fino a 7 giorni. La malattia è di solito abbastanza lieve 
anche se, alcuni casi più gravi, richiedono l'ospedalizzazione. In questi casi, la diarrea 
può essere sanguinolenta con muco e tenesmo. 
- fattori di patogenicità: Non si sa molto circa la patogenesi della malattia. Mentre sono 
note le attività delle tossine ed emolisine di Vibrio parahaemolyticus, si sa ancora poco 
circa il processo di adesione, che è un passo essenziale nella patogenesi della maggior 
parte degli enteropatogeni. Esistono almeno quattro componenti emolitiche in Vibrio 
parahaemolyticus: una emolisina termostabile diretta (TDH), una emolisina TDH-
correlata (TRH), fosfolipasi A, e una lisofosfolipasi. Di questi, TDH e TRH sono 
fortemente correlati con la patogenicità. Queste due emolisine sono codificate 
rispettivamente da geni tdh e trh. Il TDH provoca beta emolisi degli eritrociti umani in 
agar. Questa reazione è nota come il fenomeno di Kanagawa (KP). L'associazione tra 
KP-positività di un ceppo e la sua capacità di causare gastroenterite è ben 
consolidata.   Recentemente, isolati clinici di Vibrio parahaemolyticus KP-negativi che 
producono TRH sono stati segnalati per causare gastroenterite simile a quella degli 
isolati produttori di TDH. Studi condotti in Giappone hanno mostrato che il 96% degli 
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isolati clinici erano KP-positivi e questi si presentavano solo nell'1% degli isolati 
ambientali. Questa osservazione può essere spiegata attraverso una  
selezione naturale di ceppi KP-positivi nel tratto intestinale e una migliore 
sopravvivenza dei ceppi KP-negativi nell'ambiente marino. 





 CFU di cellule KP-positive, può portare al rapido sviluppo 
di malattie gastrointestinali. Al contrario, i volontari che hanno ricevuto una dose 
superiore a 1.6x10
10 
CFU, di cellule KP-negative, non hanno mostrato segni di malattia 
(Sanyal e Sen, 1974; Oliver e Kaper, 1997). Tuttavia, in Canada e negli Stati Uniti, i 
campioni di ostriche che sono state raccolte dagli allevamenti implicati nei focolai del 
nord-ovest del Pacifico e di  Oyster Bay nel 1997 e nel 1998, rispettivamente, 
contenevano una dose <200 CFU di Vibrio parahaemolyticus per g di polpa di ostriche, 
questo dimostra che l’infezione umana può verificarsi a livelli molto più bassi di quelli 
solitamente considerati (CDC, 1999).  
- valutazione dell'esposizione: E 'importante notare che i diversi metodi per rilevare 
Vibrio parahaemolyticus hanno sensibilità diverse. Così, i tassi di prevalenza riportati 
nei diversi studi, che applicano metodi di rilevazione diversi, potrebbero non essere 
comparabili. 
- prevalenza ambientale: Vibrio parahaemolyticus è diffuso nelle acque degli estuari in 
tutto il mondo ed è facilmente isolato da acque costiere e da sedimenti, particelle 
sospese, plancton, ma non in mare aperto; si ritrova anche nel tubo digerente di 
molluschi come vongole.  È stato occasionalmente isolato in siti di acqua dolce, ma solo 
a livelli estremamente bassi (5 cfu / litro) e durante i periodi più caldi dell'anno. 
- prevalenza negli alimenti: Vibrio parahaemolyticus si riscontra in una varietà di pesci 
e crostacei; questi ultimi sono costituiti da almeno 30 specie diverse, tra cui vongole, 
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ostriche, aragoste, capesante, gamberi e granchi. Dato che viene frequentemente isolato 
in acque costiere, non è sorprendente che gli alimenti che provengono da quell'ambiente 
siano più spesso incriminati in episodi di intossicazione alimentare. Vongole, ostriche, 
aragoste, capesante, gamberi, granchi e sono stati coinvolti in focolai confermati. 
Inoltre, il microrganismo è stato rilevato in una grande varietà di specie marine, tra cui 
anguille, polpi, calamari, sardine, tonno, sgombro, pesce persico, platessa, scorfano, 
dentice, ecc. In Italia, la concentrazione di Vibrio parahaemolyticus in frutti di mare è di 
solito inferiore 10³ CFU / g, ma può aumentare quando il prodotto viene raccolto da 
acque temperate (De Paola et al.,1990). In un sondaggio di molluschi raccolti dal mare 
Adriatico, Vibrio parahaemolyticus è stato rilevato nel 1,6% dei campioni  
(Ripabelli et al., 1999). Nei Paesi Bassi, sono stati esaminati, nel periodo tra agosto e 
ottobre del 1999, un totale di 91 campioni di molluschi per la ricerca di Vibrio spp., e di 
questi, 25 sono risultati positivi per  Vibrio parahaemolyticus. Nessuno dei ceppi isolati 
conteneva i geni di virulenza tdh o trh. In Francia, nel corso del 1999, un totale di 193 
ceppi di Vibrio isolati da frutti di mare importati da 9 paesi (Cina, Ecuador, India, Iran, 
Madagascar, Senegal, Tanzania, Thailandia e Vietnam) sono stati inviati al Centro di 
Referenza Nazionale Francese per la vibriosi e colera per l'identificazione. Tra questi 
ceppi, 94 sono stati identificati come Vibrio parahaemolyticus. 
- sopravvivenza e crescita nell’ambiente: Diversi studi riguardanti l'interazione di batteri 
e protozoi hanno dimostrato che i vibrioni sono in grado di sopravvivere e moltiplicarsi 
all'interno di certi protozoi, ad esempio, ameba, che in tal modo possono servire come 
serbatoio per i patogeni umani (Barker e Brown, 1994). Vibrio Parahaemolyticus ha un 
ciclo annuale. I microrganismi sopravvissuti nel sedimento, durante l'inverno, vengono 
rilasciati in acqua associati allo zooplancton, quando la temperatura dell'acqua sale fino 
a 14-19ºC. Questo fenomeno è fortemente influenzato dalla salinità in quanto 
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l'assorbimento di Vibrio parahaemolyticus sui copepodi si verifica in modo più 
efficiente a salinità inferiori (Kaneko e Colwell 1978). Esiste una correlazione tra 
l'infezione da Vibrio parahaemolyticus e mesi caldi dell'anno. Ciò è stato osservato in 
Asia, Stati Uniti e Francia, dove l'isolamento di Vibrio parahaemolyticus è concentrato 
durante il periodo compreso tra luglio e ottobre. Inoltre sopravvive nel range di pH 4.8- 
11 e tollera fino al 10% di NaCl. 
- sopravvivenza e crescita negli alimenti: il numero di Vibrio parahaemolyticus può 
essere ridotto a basse temperature, ma non eliminato. La sopravvivenza è stata 
determinata a 4, 0, -18, e -24ºC e ha mostrato che il tempo di diminuzione del numero 
totale, dipende dal numero iniziale di microrganismi e dalla temperatura di incubazione. 
È possibile determinare il tempo di stoccaggio necessario per ridurre il rischio di Vibrio 
parahaemolyticus nei pesci. In un esperimento condotto su gamberetti interi incubati a 
3, 7, 10, o -18 ° C,  Vibrio parahaemolyticus ha mostrato di subire un calo rapido 
iniziale delle conte vitali, sebbene siano stati repertati  sopravvissuti dopo 8 giorni di 
incubazione, questo dimostra che la conta batterica può essere ridotta ma non eliminata, 
mediante raffreddamento. È stata osservata anche la sopravvivenza di Vibrio 
parahaemolyticus in ostriche stoccate per almeno tre settimane a 4 ° C, con ripresa della 
moltiplicazione dopo incubazione a 35 ° C, per 2 o 3 giorni. Studi che comprendano 
l’utilizzo di temperature di conservazione non idonee su alimenti quali polpo, 
gamberetti cotti, e polpa di granchio, hanno documentato la crescita esponenziale di 
Vibrio parahaemolyticus, qualora refrigerati, anche per brevi periodi di tempo, in modo 
improprio. I vibrioni, comprese le specie enteropatogene, sono facilmente distrutti dalla 
cottura. Tuttavia, la resistenza al calore dipende da diversi fattori, tra cui il 
riscaldamento e le condizioni fisiologiche. C'è anche una notevole variazione tra le 
diverse specie, e Vibrio cholerae sembra avere un più alto livello di resistenza al calore 
25 Dott.ssa Marta Marceddu ―Ricerca e caratterizzazione di Vibrio parahaemolyticus in molluschi 
bibalvi vivi della Regione Sardegna‖. Tesi di dottorato in Scienze Veterinarie, indirizzo: Produzione, 
Qualità e Sicurezza Alimentare (XXVII CICLO), Università degli studi di Sassari. 
 
rispetto a Vibrio parahaemolyticus. La pratica commerciale di immergere  le ostriche in 
acqua bollente per facilitare l'apertura riduce la conta di Vibrio parahaemolyticus e di 
altri vibrioni non cholerae a livelli "non rilevabili".  
- stima della crescita, utilizzando un modello predittivo: Ad una gamma di temperature 
comprese nel range 15-40ºC, la crescita di Vibrio parahaemolyticus può essere molto 
rapida, con un tempo di generazione più breve di 8-9 minuti nel brodo di coltura in 
condizioni ottimali (37 ° C). La temperatura minima osservata per la crescita di Vibrio 
parahaemolyticus è stata 8.3ºC, mentre la temperatura massima per la crescita è stata 
45.3ºC, l'optimum si attesta tra 37 e 39ºC. Ceppi di Vibrio parahaemolyticus crescono 
in un range di attività dell'acqua compreso tra 0.936-0.995, con un optimum di 0,992 e, 
in un range di NaCl%, compreso tra 0,5-10, con un optimum di 3; l’intervallo di pH 
ottimale è compreso tra 6,5 e 8,9, con un optimum di 7,5-8,8. 
Caratterizzazione del rischio: Esistono pochi dati sull'incidenza delle infezioni da 
Vibrio parahaemolyticus in Europa. Queste infezioni non sono soggette a notifica. Sulla 
base delle informazioni disponibili sull'incidenza dell’infezione da questo patogeno, tale 
rischio sembra essere basso nella UE e, di solito, è fortemente associato con il consumo 
di materie prime poco cotte o frutti di mare ricontaminati dopo la cottura ma anche, 
tramite l’uso professionale o ricreativo, degli ambienti acquatici naturali. Poiché questi 
fattori sono in evidente aumento, il rischio di infezioni da Vibrio parahaemolyticus è 
probabilmente destinato a crescere in futuro. Una rigorosa quantificazione del rischio di 
infezioni da Vibrio parahaemolyticus legato al consumo di frutti di mare, richiederebbe 
informazioni su: 
a) modalità di consumo di pesce nell'UE, compresa una stima su quantità raccolte a 
livello locale e quantità importate da regioni altamente endemiche, e le percentuali di 
modalità di consumo (crudo o cotto). 
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b) i dati quantitativi sulla presenza di Vibrio parahaemolyticus TDH- e TRH-positivo,  
nei frutti di mare raccolti all'interno e importati nell'UE. 
c) la dose infettiva dell'organismo. 
La scarsità di dati sul consumo di pesce nella UE, l'uso diffuso di test di 
presenza/assenza senza enumerazione o caratterizzazione di virulenza, negli studi sulla 
presenza degli organismi in frutti di mare, insieme alla assenza di un accordo per quanto 
riguarda la dose infettante, rende impossibile determinare una stima numerica del 
rischio. Ulteriori ricerche saranno necessarie per fornire i dati su cui si può basare tale 
stima. 
Gestione del rischio: Le opzioni di gestione del rischio proposte dalla Commissione 
Europea, includono la prevenzione durante le fasi di raccolta, trasporto e stoccaggio dei 
molluschi, la decontaminazione tramite tecniche di depurazione,  trattamento termico e 
irradiazione ed il riferimento alle linee guida vigenti. 
- Prevenzione durante la fase di raccolta:  Sia la presenza di Vibrio parahaemolyticus 
in ambiente marino o di estuario , che la comparsa di malattia, sono associati con i 
mesi estivi. La presenza diffusa di ceppi KP negativi (negativi al fenomeno di 
Kanagawa) di Vibrio parahaemolyticus in acque costiere e di estuario, sub-tropicali 
e tropicali temperate, rappresenterebbe una difficoltà con eventuali controlli basati 
esclusivamente sulla dimostrazione della presenza, anche in alte concentrazioni, del 
microrganismo nell'ambiente. Questa situazione potrebbe cambiare con l'ulteriore 
sviluppo di metodi per la rilevazione diretta e la conta di Vibrio parahaemolyticus 
TDH- e / o TRH-positivi in frutti di mare e campioni ambientali. 
- Prevenzione durante le fasi di trasporto e stoccaggio: È stato mostrato che i livelli di 
Vibrio patogeni tendono ad aumentare nelle ostriche dopo la raccolta e, tali aumenti, 
sono dipendenti dalla temperatura; infatti Vibrio parahaemolyticus non moltiplica in 
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ostriche tenute a 10 ° C ma, se stoccate a temperature superiori, spesso si avvicinano 




 cellule vitali. Tuttavia, 
dal momento che la maggior parte dei ceppi ambientali di Vibrio parahaemolyticus 
sono KP-negativi, la loro moltiplicazione nelle ostriche non indica necessariamente 
un rischio per la salute umana. Il trasporto di molluschi e prodotti della pesca, 
dovrebbe essere effettuato in condizioni refrigerate ma attualmente non è 
ampiamente praticata in Europa,  soprattutto nelle fasi antecedenti la depurazione,. 
Dal momento che la concentrazione di Vibrio parahaemolyticus nei molluschi 
appena raccolti e in altri frutti di mare è generalmente bassa e la moltiplicazione non 
avviene sotto i 10 ° C, il raffreddamento rapido dopo la raccolta ed il successivo 
efficace controllo della temperatura sono in grado di ridurre l'incidenza delle 
malattie umane, almeno in regioni altamente endemiche. 
- Decontaminazione tramite tecniche di depurazione: 
o stabulazione: La concentrazione di Vibrio parahaemolyticus in 
Crassostrea commercialis ha dimostrato di ridurre da 18 per g fino a 5 
per g dopo essere stato trasferito da una zona di raccolta ad un corso 
d’acqua non inquinato.  
o depurazione in vasche: L'influenza della temperatura sulla depurazione 
di molluschi a guscio duro è stata valutata da Greenberg et al. nel 1982 
per Escherichia coli e Vibrio parahaemolyticus. Lo studio ha concluso 
che Escherichia coli è stato rapidamente eliminato a 8, 15 e 25 ° C in un 
impianto di depurazione a ricircolo, ma che la depurazione non era 
efficace per Vibrio parahaemolyticus. La depurazione più rapida per 
Vibrio fu a 15 ° C, mentre a 8 o 25 ° C è stata di circa 1 log dopo 72 ore. 
La persistenza di Vibrio in fasolari potrebbe essere stato il risultato di 
28 Dott.ssa Marta Marceddu ―Ricerca e caratterizzazione di Vibrio parahaemolyticus in molluschi 
bibalvi vivi della Regione Sardegna‖. Tesi di dottorato in Scienze Veterinarie, indirizzo: Produzione, 
Qualità e Sicurezza Alimentare (XXVII CICLO), Università degli studi di Sassari. 
 
una più stretta associazione tra i batteri e le cellule intestinali dell'ospite, 
che ha portato l'apparente crescita di Vibrio nei molluschi utilizzati per lo 
studio. Son e Fleet (1980) hanno trovato un calo dei valori di Vibrio 
parahaemolyticus da 10
7
 cfu fino a 10² cfu/100 g nelle ostriche dopo 72 
ore di depurazione. Tuttavia, altri patogeni quali Escherichia coli e 
Salmonella spp. sono stati ridotti drasticamente già dopo 48 ore di 
depurazione. Al contrario, Eyles e Davey (1984) hanno trovato che la 
conta di Vibrio parahaemolyticus in singoli campioni di ostriche di 48 
cfu/g, persistevano dopo la depurazione. Inoltre, Vibrio 
parahaemolyticus è stato rilevato nel 39% dei 54 campioni di ostriche 
depurate, prelevate da 13 dei 25 impianti studiati. Tre quarti delle 
ostriche contaminate sono stati rilevate durante i mesi più caldi dell'anno. 
Lo stato attuale delle conoscenze è tale che la depurazione da sola non 
può essere considerata come una misura di controllo soddisfacente per i 
vibrioni patogeni. 
- Decontaminazione tramite trattamento termico: A volte l’intossicazione da Vibrio 
parahaemolyticus viene associata anche con il consumo di frutti di mare cotti. Le 
condizioni di cottura utilizzate di solito per molti frutti di mare, non possono 
garantire l’eliminazione di tutte le cellule di Vibrio presenti, e queste, possono 
successivamente ricrescere, se il cibo cotto non viene subito consumato o se viene 
mantenuto, ad una temperatura compresa tra i 4 ° C e i 60 ° C. Il trattamento, la 
manipolazione ed il trasporto successivo, dovrebbero essere effettuati in condizioni 
che impediscano la ricontaminazione e la crescita dei vibrioni. Il riscaldamento delle 
cellule di Vibrio parahaemolyticus a 60 °, 80 ° o 100 ° C per 1 min è letale per una 
piccola popolazione (5x10
2
 cfu/ml), anche se alcune cellule sopravvivono al 
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riscaldamento fino a 60 ° C e 80 ° C anche per 15 minuti quando si utilizzano 
popolazioni di 2x10
5 
cfu/ml. I vibrioni non sopravvivono all’ebollizione per 1 min. 
L'uso di acqua marina contenente vibrioni patogeni, in contatto diretto con i frutti di 
mare cotti, presenterà un rischio di ricontaminazione del prodotto.  
- Decontaminazione tramite irradiazione:  In generale, Vibrio spp. è sensibile alle 
radiazioni ionizzanti, ed è stato dimostrato che una dose di 1 kGy risulta letale per 
V. cholerae, V. vulnificus e V. parahaemolyticus. Il Comitato ha osservato che 
l'irradiazione,  fino a 5 kGy, risulta essere efficace senza rilevanti rischi 
tossicologici o nutrizionali. 
- Linee guida microbiologiche vigenti: Un certo numero di organi governativi e 
tecnici, hanno elaborato linee-guida per vibrioni in frutti di mare post-trattamento o 





 CFU per g di Vibrio parahaemolyticus, nonostante i limiti 
del FDA siano 10 volte superiori. 
Concludendo, dal momento che non ci sono dati sufficienti sull’incidenza delle 
infezioni causate da Vibrio parahaemolyticus in Europa, ad oggi la loro incidenza non 
può essere quantificata. Eppure, in Europa, il rischio di infezioni causate da questi 
patogeni sembra essere basso.   L'aumento del commercio internazionale e il consumo 
di frutti di mare crudi, insieme ad un crescente numero di persone predisposte, sta 
causando la preoccupazione che l'incidenza di infezioni causate da Vibrio 
parahaemolyticus in Europa possa aumentare. L'incidenza di infezioni da Vibrio 
parahaemolyticus sembra essere piuttosto elevata in Giappone, Sud Est Asiatico e Stati 
Uniti d'America, in particolare lungo il Golfo del Messico. Tenendo presente tutti i 
punti affrontati, la Commissione Europea ha predisposto delle raccomandazioni che 
dovranno essere seguite dagli Stati Membri: 
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1. I metodi per il rilevamento, l'enumerazione e la caratterizzazione di virulenza 
dovrebbero essere standardizzati ed armonizzati per facilitare il confronto dei 
dati sui vibrioni patogeni nei frutti di mare; 
2. Sono necessarie ulteriori ricerche per la caratterizzazione dei determinanti di 
virulenza di Vibrio parahaemolyticus; 
3. Per monitorare le infezioni causate da Vibrio parahaemolyticus, al fine di 
valutare il rischio per la salute umana, questi agenti patogeni potrebbero essere 
inclusi nella "Rete europea per la sorveglianza epidemiologica ed il controllo 
delle malattie trasmissibili" (9118/98/CE).  Vibrio dovrebbe essere incluso in 
tutti i sistemi sentinella di sorveglianza microbiologica per gastroenterite 
infettiva. I medici ed i microbiologi devono essere consapevoli delle malattie 
causate da questi organismi; 
4. Ogni volta che si manifesta un caso clinico di infezione da Vibrio 
parahaemolyticus, le indagini dovrebbero cercare di identificare la fonte di 
infezione, la specie, gli indicatori di patogenicità, e in caso di una fonte di cibo, 
la quantità di cibo consumato ed il numero di microrganismi coinvolti; 
5. Dovrebbero essere raccolte tutte le informazioni, riguardanti le modalità di 
consumo di frutti di mare, legate alle tradizioni locali ed alle pratiche di 
preparazione di tali alimenti all'interno degli Stati membri dell'UE; 
6. I dati relativi alla presenza del ceppo patogeno in frutti di mare e di infezioni 
causate dallo stesso,  dovrebbero essere considerati per l'inclusione nella 
relazione sulle zoonosi nell'ambito della direttiva sulle zoonosi; 
7. Le Buone Pratiche Igieniche (GHP), compreso il mantenimento della catena del 
freddo, devono essere applicate in tutte le fasi, dalla raccolta fino al consumo. Il 
tempo dalla raccolta allo stoccaggio deve essere il più breve possibile. Per 
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evitare la contaminazione incrociata, i frutti di mare trattati non deve essere 
raffreddati in acqua di mare non trattata né conservati in contenitori utilizzati 
prima della lavorazione, se non sono stati precedentemente puliti e disinfettati; 
8. Tecniche di depurazione o stabulazione non dovrebbero essere considerate 
valide per l'eliminazione di vibrioni; 
9. La pratica di considerare la contaminazione dei frutti di mare,  esclusivamente 
attraverso la conta totale dei vibrioni presenti, come indicativo per la presenza di 
vibrioni patogeni, non è appropriato e deve essere interrotto; 
10. Attualmente i dati scientifici disponibili non supportano l'impostazione di norme 
specifiche o criteri microbiologici per Vibrio parahaemolyticus patogeno nei 
frutti di mare. Dovrebbero essere stabiliti dei codici di buona pratica per 
assicurare che il GHP sia stato applicato. 
 
Problematiche relative alla ricerca e identificazione nei molluschi 
Da quando V. parahaemolyticus è stato individuato per la prima volta, sono stati 
sviluppati diversi protocolli,  con l’utilizzo di differenti diluenti, brodi di arricchimento 
e piastre di coltura, per  la sua rilevazione (Blanco-Abad V., et al., 2009). Il metodo 
convenzionale più comune, per analisi di routine, comprende un protocollo a due fasi in 
cui viene utilizzato un unico brodo di arricchimento, seguito da una coltura su piastra di 
agar, caratteristicamente il TCBS agar (ISO 8914, 1990; U.S. Food and Drug 
Administration, 2004). Fin dalla sua introduzione, il TCBS agar è stato ampiamente 
utilizzato e ad oggi è ancora il terreno selettivo più comunemente usato per l'isolamento 
di Vibrio spp. da ambienti naturali e fonti cliniche. Anche nella più attuale norma 
ISO/TS 21872-1 del 2007 è previsto l’utilizzo di tale terreno anche se, per 
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l’identificazione, sono previsti quattro passaggi che comprendono, a differenza dei 
protocolli precedenti, due fasi di arricchimento in un brodo selettivo (ASPW) e, in 
seguito al passaggio su TCBS, la conferma delle colonie tramite test biochimici. 
Tuttavia, negli ultimi anni,  sono state riportate alcune limitazioni, associate all'uso di 
TCBS agar, per la corretta identificazione di colonie di  V. parahaemolyticus (Blanco-
Abad V., et al., 2009); su  tale terreno infatti, V. parahaemolyticus, mostra morfologia e 
caratteristiche di crescita, simili ad altri Vibrio spp. In aggiunta a questa mancanza di 
specificità, la selettività limitata del mezzo permette la proliferazione di altri batteri che 
predominano nell'ambiente, mascherando così la presenza di colonie di  V. 
parahaemolyticus e complicandone l'identificazione. Negli ultimi anni è stato 
sviluppato, un nuovo agar cromogenico (CHROMagar Vibrio, Parigi, Francia) per 
differenziare in modo specifico V. parahaemolyticus da altri batteri, mediante l'uso di 
un substrato cromogenico, piuttosto che la fermentazione dello zucchero, utilizzata nei 
terreni di crescita tradizionali (come il TCBS).  
Dal punto di vista normativo, le tossinfezioni alimentari causate da Vibrio 
parahaemolyticus rientrano nel gruppo di malattie per le quali sono stati stabiliti in 
Europa reti di sorveglianza sulla sicurezza alimentare con obbligo di denuncia 
(Regolamento CE n. 178/2002 del 28 gennaio 2002: sistema di allerta comunitaria). In 
seguito al pacchetto igiene e, in particolare, nel Reg. (CE) 2073/2005, non vengono 
stabiliti criteri specifici per Vibrio parahaemolyticus patogeni, nel  pesce e nei frutti di 
mare, ma si raccomanda l’istituzione di codici di condotta per garantire l’applicazione 
di buone prassi igieniche. L’assenza di standard di riferimento è dovuta alla mancanza 
di una metodica ufficiale, validata ed affidabile. Infatti le metodiche più utilizzate, si 
basano principalmente sull’identificazione fenotipica, tramite prove biochimiche quali il 
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metodo API (bioMeriéux), che si dimostra inadeguato per  la percentuale di falsi 
positivi che presenta (Serratore, P. et al., 2009). Inoltre, nonostante i miglioramenti nei 
metodi di coltura tradizionali su piastra, i protocolli sono laboriosi e richiedono più di 5 
giorni per i risultati di conferma.  Nel 2005 il Ministero della Salute ha emanato la 
circolare DVGA-III.IX/32799/P-I/11, con la quale si stabilisce che, per emettere un 
giudizio di non idoneità al consumo, di un prodotto ittico contaminato da V. 
parahaemolyticus, è necessario l’accertamento della patogenicità dei ceppi, valutando la 
presenza o meno dei geni tdh+ e/o trh+,  al fine di evitare l’esclusione dal mercato  ed i 
conseguenti danni economici collegati ad un erroneo giudizio di non conformità. 
Considerando che, i metodi convenzionali non discriminano, tra i campioni di V. 
parahaemolyticus, i ceppi patogeni, un notevole progresso, nel miglioramento di queste 
limitazioni procedurali, è stato raggiunto in questi ultimi tempi, attraverso lo sviluppo di 
tecniche molecolari per l'identificazione e la caratterizzazione delle specie di Vibrio 
(Blanco-Abad V., et al., 2009). 
I metodi di identificazione genetica, più frequentemente utilizzati per identificare le 
specie Vibrio, sono basati sulla PCR, e comprendono, procedure di ibridazione del 
DNA, analisi dei polimorfismi di lunghezza (AFLP), microarrays, elettroforesi 
enzimatica multilocus (MLEE), real-time PCR, analisi dei polimorfismi di restrizione 
(RFLP) e ribotipizzazione. I recenti progressi nella tecnologia molecolare hanno 
provocato uno spostamento, per l'identificazione dei microrganismi, dai metodi 
fenotipici convenzionali ai metodi molecolari, che costituiscono gli strumenti più 
sensibili e specifici per la rilevazione sia in caso di un basso numero di batteri che dei 
'microrganismi vitali ma non coltivabili " (Etinosa O. et al., 2008). Tuttavia, la necessità 
di  grandi quantità di materiali ed attrezzature costose, nonché tecnici altamente 
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qualificati, ha limitato l'uso di queste procedure nelle analisi di routine. (Blanco-Abad 
V., et al., 2009). Inoltre, come con altri patogeni di origine alimentare, la capacità di 
identificare V. parahaemolyticus, non potrà sostituire l'attuazione delle misure di 
controllo efficaci per ridurre la contaminazione dei frutti di mare da questo patogeno 
(Bisha et al., 2012). 
 
Principali caratteristiche morfologiche e biologiche dei molluschi 
bivalvi 
I Bivalvi sono organismi acquatici invertebrati, a simmetria bilaterale, con un corpo 
racchiuso in una conchiglia costituita da due valve; appartengono al phylum dei 
Molluschi e presentano adattamenti alla vita sedentaria,  essi infatti, non essendo dotati 
di movimenti attivi, sono privi di una testa differenziata (acefali). Il corpo, molle, è 
circondato ventralmente da una cavità palleale, comunicante con l’esterno, che è 
delimitata da un mantello o pallio costituito da due lobi simmetrici che si inseriscono 
ciascuno sulla faccia interna di una delle due valve, che essi stessi formano mediante 
un’apposita secrezione. I due lobi sono saldati dorsalmente tra loro; tra di essi, in 
posizione dorsale, è rilevabile la massa viscerale, al di sotto della quale protrude il 
piede, organo muscolare mobile, che permette ai bivalvi di vivere ancorati al substrato 
(mitili e ostriche) o affossati nel sedimento (vongole). La conchiglia bivalve è costituita 
da tre strati, uno esterno organico detto periostraco, uno intermedio, composto da 
carbonato di calcio, a struttura prismatica, ed uno interno sempre calcareo, di struttura 
lamellare. I tre strati sono saldati insieme e talvolta possiedono notevole spessore. Le 
valve, distinte ed incernierate tra loro mediante legamenti ed incastri, si aprono e si 
chiudono grazie all’azione dei due muscoli adduttori, uno anteriore ed uno posteriore 
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(Pellizzato M., 1990); di norma le valve si presentano convesse, come nella 
maggioranza dei bivalvi (inclusi i Veneridi), talvolta piane e sono generalmente 
simmetriche (conchiglia equivalve) o possono essere diverse fra loro con alterazione 
della simmetria (conchiglia inequivalve) (Manzoni P.,  2010). Lo strato di natura 
organica della conchiglia viene prodotto dal margine esterno del mantello e il processo 
di mineralizzazione avviene nella cavità extrapalleale, compresa tra il mantello e la 
superficie interna della conchiglia (Cataudella e Bronzi, 2001).  
Il corpo dei molluschi bivalvi, viene racchiuso dal mantello che delimita con i suoi 
margini liberi la cavità del mantello o palleale. Il liquido intravalvare, contenuto nello 
spazio delimitato dal mantello, permette gli scambi gassosi e metabolici con la massa 
d’acqua circostante; grazie alla presenza di questo liquido viene permessa la 
sopravvivenza dei molluschi al di fuori dell’ambiente marino per periodi prolungati. 
Essendo animali sessili o sedentari, i molluschi bivalvi raccolgono le particelle 
alimentari necessarie al loro metabolismo,  attraverso il processo di filtrazione operata 
dalle branchie all’interno della cavità del mantello; tali strutture quindi, oltre alla 
funzione respiratoria, hanno anche quella di raccolta dell’alimento, costituito 
principalmente da fitoplancton e zooplancton (Cattaneo e Bernardi, 2010). Il 
meccanismo di filtrazione è particolarmente efficiente infatti mitili, ostriche e vongole 
possono filtrare da 60 a 100 litri di acqua al giorno alla temperatura di 14-15 e 20°C 
rispettivamente; tale variabilità dipende, oltre che dalla temperatura, anche dalle 
dimensioni, dalla specie e dall’attività fisiologica del mollusco e dalla concentrazione di 
ossigeno, salinità, luce, pH e sostanze in sospensione (Manzoni P., 2010). Durante il 
processo di filtrazione i molluschi non solo ricavano i principi nutritivi presenti 
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nel’ambiente circostante ma possono anche trattenere microrganismi naturalmente 
presenti nelle acque.  
 
Mitili (Mytilus galloprovincialis, Mytilus edulis): caratteristiche peculiari 
Il Mytilus galloprovincialis, chiamato comunemente cozza o mitilo, appartiene 
all’Ordine dei Mytiloida e alla Famiglia Mytilidae. Sono molluschi lamellibranchi, della 
lunghezza massima di 15 cm, con conchiglia equivalve, inequilaterale, da 
subquadrangolare a grossolanamente triangolare, allungata; il margine superiore si 
presenta più o meno rotondeggiante e non formante un angolo con la cerniera, l’umbone 
si trova in posizione terminale, appuntito ed incurvato in avanti. La colorazione esterna 
si presenta nerastra e l’interna madreperlacea; il bordo del mantello di solito ha 
sfumature che vanno dal violetto al violetto porpora. È una specie endemica del 
Mediterraneo, dove è molto comune; nell’Atlantico orientale, è presente dalla Manica 
occidentale fino a Gibilterra (Manzoni P., 2010).  
Il Mytilus edulis o cozza atlantica, presenta dimensioni inferiori rispetto alla specie 
precedente (circa 9 cm) ed è caratterizzata da una forma da subquadrangolare a 
subconica, con un margine superiore meno incurvato rispetto alla galloprovincialis, 
quasi rettilineo e parallelo a quello inferiore che forma un angolo ottuso con la cerniera. 
L’umbone si trova sempre in posizione terminale ma poco appuntito e non incurvato in 
avanti. La colorazione esterna è leggermente più chiara rispetto alla specie precedente 
ed un ulteriore carattere distintivo è rappresentato dal bordo del mantello  che si 
presenta generalmente bruno giallastro. È diffusa dalla Spagna all’Atlantico, è una 
specie di notevole interesse commerciale, quotidianamente presente sulla maggior parte 
dei mercati europei (Manzoni P., 2010). 
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Si riscontrano, tra le due specie, anche delle differenze di carattere fisiologico. La specie 
mediterranea si riproduce tutto l’anno ma con due periodi principali che differiscono in 
base alle caratteristiche chimico-fisiche dell’ambiente in cui si trova; la specie atlantica 
si riproduce una volta all’anno, nel periodo compreso tra aprile e maggio. Il 
metabolismo risulta più attivo in Mytilus galloprovincialis, che è in grado di filtrare fino 
a 100 litri di acqua al giorno, con una salinità dell’acqua non inferiore a 10‰; mentre 
Mytilus edulis filtra fino a 50 litri al giorno di acqua, con salinità del 5‰ (Bussani M., 
1983). 
Vongola verace nostrana (Tapes decussatus) e Vongola Filippina (Tapes 
semidecussatus/philippinarum): caratteristiche peculiari 
Tapes decussatus e tapes philippinarum appartengono all’Ordine dei Veneroida ed alla 
Famiglia Veneridae. Sono molluschi lamellibranchi, della lunghezza massima di 8 cm, 
con conchiglia equivalve, inequilaterale, ovaloide,  allungata in senso trasversale, 
alquanto tronca posteriormente. Sulla faccia esterna delle 2 valve è presente un reticolo 
formato da strie  concentriche di accrescimento piuttosto evidenti che si incrociano con 
numerose e sottili costolature radiali. Sia le strie concentriche che le costolature radiali 
sono più marcate alle due estremità della conchiglia.  Presenta un seno palleale ampio e 
arrotondato anteriormente che non supera la metà della valva, con un angolo sulla 
estremità antero-dorsale. Tra il margine inferiore del seno palleale e la linea palleale è 
presente un ampio spazio cuneiforme.  La cerniera non presenta denti laterali, il bordo 
interno è liscio. La colorazione esterna è variabile, bianco-grigiastra, bruno-chiara, 
bianco-giallastra o verdastra, con tacche e punti più chiari e con macchie, striature e 
linee spezzate brune o bruno-nerastre. La colorazione interna è bianco-giallastra, con 
sfumature. La colorazione di Tapes philippinarum è di solito molto vivace ed ha una 
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gamma di colori più ampia rispetto alla T. decussatus. Altri caratteri distintivi che 
permettono di differenziare le due specie sono rappresentati  dal margine postero 
dorsale della conchiglia, che risulta leggermente angolato per Tapes decussatus e più 
breve ed arrotondato per Tapes philippinarum, inoltre i due sifoni si presentano 
totalmente separati nella prima specie ed uniti alla base e divisi all'estremità, nella 
seconda; ancora, la philippinarum a differenza della Tapes decussatus, ha una forma 
meno allungata e presenta una scultura radiale più evidente nella parte posteriore e più 
liscia nella parte anteriore. 
La vongola filippina è una specie originaria del Giappone, ampiamente presente nelle 
acque dell’Oceano Indiano e del Pacifico. Questo bivalve, nel corso degli anni è stata 
introdotta lungo le coste europee dal Regno Unito fino al bacino del Mediterraneo. Si 
tratta di una specie gonocorica, le cui gonadi sono rappresentate da un tessuto diffuso 
strettamente legato al sistema digestivo ed il periodo riproduttivo risulta variabile a 
seconda della zona geografica. La deposizione delle uova solitamente ha luogo in 
condizioni di temperatura comprese tra i 20-25°C e nel tardo autunno-inizio inverno 
viene comunemente osservato un periodo di riposo sessuale. 
 
 
Ostriche (Crassostrea gigas): caratteristiche peculiari 
La Crassostrea gigas o ostrica concava, appartiene all’Ordine dei Pterioida e alla 
Famiglia Ostreidae. Presenta una lunghezza massima di 16 cm, la conchiglia 
inequivalve presenta di solito forma assai variabile, spesso allungata e più alta che larga, 
con la valva superiore piatta e l’inferiore, che si fissa al substrato, con una concavità 
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profonda a forma di cucchiaio allungato. La linea di congiunzione delle due valve si 
presenta con un ondulatura irregolare. La colorazione esterna è grigiastra con le costole 
radiali brunastre o bruno violacee, la faccia interna si presenta bianco-lattea. È una 
specie presente in particolar modo nel Mar Adriatico e lungo le coste di Spagna e 
Francia, ove viene allevata da tempo; è molto apprezzata dal punto di vista commerciale 
con un valore leggermente inferiore a quello di Ostrea edulis; viene intensamente 
allevata ed è presente in tutti i principali mercati europei, dove viene commercializzata 
viva. 
L’ostrica del Pacifico (Crassostrea gigas) o ostrica concava vive attaccata su diversi 
substrati, rocce, detriti, conchiglie, ad una profondità che va dalla zona interditale sino 
ad una profondità di 40 metri. Può anche vivere direttamente adagiata sul fondo del 
mare. Il range ottimale di temperatura va da 2 a 30°C (sopporta le alte temperature 
dell’acqua per periodi limitati), mentre il range di salinità  è di 20-25%. Le ostriche 
sono ermafrodite proterandriche, quindi sono maschi nella prima fase di vita e 
successivamente invertono la formazione delle gonadi e diventano femmine. La 
deposizione avviene con temperature intorno ai 20-22°C e la specie è molto feconda. Il 
primo periodo di vita delle larve, è planctonico, quindi vengono disperse dalle correnti e 
dopo circa 2-3 settimane, se vi sono le condizioni adatte di temperatura e cibo, si 
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Molluschicoltura 
L'Europa rappresenta il più grande mercato ittico del mondo e nel corso degli ultimi 
decenni il consumo è aumentato. Tuttavia, la produzione di pesce, di cattura e di 
allevamento, è diminuita, a fronte di un aumento delle importazioni (Guillen J. e 
Motova A., 2013). Nel 2011, l'acquacoltura ha rappresentato il 47% della produzione 
totale di pesce nel mondo ed è in sostanziale aumento; questo incremento, tuttavia, non 
è stato determinato dall’aumento delle produzioni interne degli Stati membri dell'UE, 
ma da Paesi asiatici, che assicurano il 91% della produzione mondiale dell'acquacoltura, 
mentre l’Europa concorre solamente per il 3,2%  la produzione risulta principalmente 
concentrata in 5 paesi: Francia, Grecia, Italia, Spagna e Regno Unito. Relativamente alla 
molluschicoltura, Cina e Cile sono i principali produttori di mitili al mondo seguiti da 
Francia, Nuova Zelanda e Spagna (FAO, 2013). L’acquacoltura comunitaria si 
caratterizza da sempre per la produzione prevalente di molluschi (mitili, vongole e 
ostriche), che attualmente incide per il 49% sulla produzione totale, a fronte della 
produzione di  pesci marini (31%) e d'acqua dolce (20%) (Cattaneo e Bernardi, 2010; 
Guillen J. e Motova A., 2013).  
A livello nazionale, nel corso del 2012, i prodotti dell’acquacoltura hanno rappresentato 
il 49,6% della produzione ittica nazionale in volume; all’interno del comparto, la quota 
predominante è costituita dalla molluschicoltura (64,7% sul totale) e nell’ambito di 
questa, la mitilicoltura ha il peso maggiore, con oltre il 76,2% delle quantità prodotte, a 
fronte del 23,8% della venericoltura (ISMEA, 2013). Negli ultimi anni si ha una 
progressiva riduzione delle produzioni, anche nel settore della molluschicoltura e, il 
crollo produttivo ha riguardato principalmente le vongole veraci (ISMEA, 2013). La 
molluschicoltura rappresenta una produzione fondamentale per l’acquacoltura italiana, e 
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oltre le specie maggiormente allevate, come mitili (Mytilus galloprovincialis, Mytilus 
edulis) e vongole veraci filippine (Tapes semidecussatus/philippinarum), si aggiungono 
quantità limitate di vongole veraci (Tapes decussatus) ed ostriche (Crassostrea gigas e 
Ostrea edulis) (Prioli G., 2008).  
 
Molluschicoltura in Sardegna 
L’acquacoltura in Sardegna è un’attività antica, che si è sviluppata inizialmente in 
forma estensiva nelle numerose lagune salmastre o stagni e, in un secondo momento,  
lungo le coste, dove è stata introdotta prima la molluschicoltura e poi la piscicoltura. 
L’attività estensiva è basata prevalentemente su tecniche tradizionali che prevedono, 
tramite i lavorieri, il controllo dell’ingresso del novellame dal mare e la cattura dei 
soggetti adulti. La molluschicoltura estensiva, nei banchi naturali, consiste 
essenzialmente in un’attività di raccolta dei molluschi, rivolta principalmente a vongole 
veraci e arselle. Nel corso degli anni le produzioni estensive stanno andando incontro ad 
un continuo calo, passando da una resa commerciale di 239 kg/ha/anno nel triennio 
1997-99, a 103 kg/ha/anno nel triennio 2007-10 (Cannas A., 2011). Questo calo è 
attribuibile a due fattori principali, il progressivo spostamento delle attività verso le 
coste e l’inquinamento, che ha provocato morìe in molti stagni, tra cui  quelli di Cabras, 
Santa Giusta e San Teodoro. Nelle lagune in cui si è investito per realizzare impianti per 
la mitilicoltura e l’ostricoltura la produzione è aumentata, passando da 130 tonnellate, 
nel triennio 1997-99, fino a 144 tonnellate, tra il 2007 ed il 2010 (Cannas A., 2011). 
La molluschicoltura in mare si è diffusa in Sardegna a partire dagli anni ottanta ed è 
praticata maggiormente nei golfi di Oristano ed Olbia (Cannas A., 2011). Da dati censiti 
nel 2008 risulta una produzione di 10.700 tonnellate di mitili e 6 tonnellate di ostriche;  
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le produzioni marine e lagunari sono in continuo aumento, sia per quanto riguarda il 
prodotto locale, che quello importato e commercializzato da aziende sarde (Laore, 
2009).  
Nella ―Relazione al Piano Nazionale Integrato, Molluschi Bivalvi Vivi‖ per il 2013, 
viene riportato il numero e la relativa classificazione degli allevamenti di molluschi 
bivalvi della Regione Sardegna, tenendo presente che i molluschi possono provenire da 
allevamenti o da banchi naturali e, questi ultimi, possono essere zone di libera raccolta 
classificate o essere gestiti da imprese e consorzi. Sono state classificate 3 zone di 
allevamento e un banco naturale gestito come appartenenti al tipo A, in cui come è noto 
è consentita la raccolta e l’utilizzo per il consumo umano diretto dei molluschi bivalvi;  
9 zone di produzione e 6 banchi naturali gestiti come appartenenti al tipo B, nelle quali 
è consentita la raccolta e l’utilizzo dei molluschi bivalvi per il consumo umano soltanto 
dopo che gli stessi abbiano subito un trattamento in un Centro di depurazione o dopo un 
periodo di stabulazione in acque idonee. Sono stati inoltre rendicontati tre banchi gestiti 
appartenenti alla tipologia C, il cui prodotto può essere destinato al consumo umano 
diretto esclusivamente previa stabulazione per un periodo non inferiore a due mesi. 
Indipendentemente dalla zona di produzione, tutti i molluschi bivalvi vivi destinati al 
consumo umano diretto possono essere immessi sul mercato solo previo passaggio in 
un Centro di spedizione. In Sardegna sono al momento operanti 18 stabilimenti 
riconosciuti come CSM e 14 riconosciuti come CDM. Gli stabilimenti di MBV 
necessitano di riconoscimento comunitario ai sensi dell’articolo 4 del Reg. CE n. 
853/2004 e s.m.i. (Ministero della Salute, 2013). 
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Specie di interesse economico e modalità di allevamento 
Mitilicoltura 
In Italia l’allevamento dei mitili (Mytilus galloprovincialis, Mytilus edulis), è la 
principale attività in acquacoltura, sia per i quantitativi prodotti che per il numero di 
insediamenti produttivi (Cataudella  S. e Bronzi P., 2001). Tra le principali zone di 
produzione si annoverano il golfo di Taranto (Puglia), La Spezia (Liguria), la laguna 
Veneta, il litorale Triestino (Friuli-Venezia Giulia), il golfo di Olbia (Sardegna), il golfo 
di Oristano e l’Emilia-Romagna, che coprono l’80 % della produzione nazionale (Prioli, 
G. 2008). 
La mitilicoltura viene esercitata attraverso tre sistemi principali: 
 su fondale: è utilizzato in aree lagunari, il prodotto viene raccolto in natura, 
ancora sotto taglia, e  spostato in siti adatti alla sua crescita, fino al 
raggiungimento della taglia idonea per essere raccolto; 
 pali fissi: diffuso in aree lagunari o costiere riparate, consiste nella disposizione 
di  pali in legno, cemento o metallo, collegati tra di loro da cavi a cui vengono 
appese le ―reste‖ che trattengono i mitili. Tali reste sono calze in polipropilene, 
lunghe da 2 a 4 metri, appese alla trave e poste, tra loro, ad una distanza di circa 
50 centimetri; 
 filari galleggianti o long-line: sistema costituito da un cavo parallelo al fondale, 
chiamato ―trave‖, ancorato al fondo tramite  due corpi morti di ancoraggio e, 
tenuto in sospensione, da una serie di galleggianti (boe in polietilene). Nella 
tipologia a monoventia, vi è un unico cavo a cui vengono appese le reste ma si 
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riconoscono anche impianti long-line a due o tre cavi (bi/ triventia) (Cataudella  
S. e Bronzi P., 2001; Cattaneo e Bernardi, 2010).  
Gli impianti long-line a monoventia sono relativamente recenti, ma sono sempre più 
diffusi e stanno gradualmente sostituendo i sistemi precedenti. Questo tipo di strutture 
offre un’ottima garanzia di resistenza a eventi meteo marini anche di forte intensità e, 
per questo motivo, viene utilizzato in zone di mare aperto (Prioli, G. 2008). 
Per quanto riguarda il processo produttivo, esso inizia con il reperimento dei giovani 
mitili di 2-3 cm di lunghezza (seme) che vengono di solito direttamente raccolti dalle 
strutture dell’impianto stesso, che fungono da collettori delle larve, oppure presso altri 
substrati quali scogliere o pali di legno. Il distacco del seme dal supporto avviene per 
mezzo di raschiatori ed il prodotto raccolto viene conservato in ambiente refrigerato e 
utilizzato per la successiva fase di incalzo; con tale termine si intende il procedimento di 
riempimento delle reste con il seme precedentemente raccolto. Tale fase avviene nel 
periodo fra la primavera e l’inizio dell’estate (ISPESL, 2002). Il progressivo 
accrescimento dei mitili appesantisce le reste, quindi ogni 3-4 mesi, i molluschi 
vengono selezionati e divisi per taglia e si effettua il  reincalzo delle reste che consiste 
nella  sostituzione delle vecchie reste, con calze nuove, di dimensioni maggiori. In  9-12 
mesi si raggiunge la taglia commerciale (5 cm da D.P.R. 1639 del 2 ottobre 1968) e  
avviene la raccolta tramite draghe idrauliche o turbo soffianti, rastrelli e attrezzi da 
traino (Cataudella  S. e Bronzi P., 2001). 
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Venericoltura 
L’allevamento di molluschi appartenenti alla famiglia dei veneridi, per la loro 
abbondanza e per le qualità delle carni, è diffuso in tutto il mondo e, la produzione di 
vongole veraci, che sfiora i 3 milioni di tonnellate/anno,  è dovuta quasi esclusivamente 
alla specie filippina (Tapes philippinarum). Il Paese che ha la più grande produzione di 
questi molluschi è la Cina, con oltre 1,5 milioni/tonnellate/anno, seguita dall’Italia, con 
una produzione di 50 000 tonnellate/anno (Turolla E., 2008). 
 Prima dell’introduzione di Tapes philippinarum, in Italia si produceva esclusivamente 
la vongola verace autoctona (Tapes decussatus), che veniva principalmente raccolta da 
banchi naturali, con l’applicazione di restrizioni finalizzate alla gestione della risorsa 
per evitare il depauperamento (Turolla E., 2008).  Agli inizi degli anni ’80, a causa della 
domanda crescente di vongole veraci e, della bassa resa unita alle difficoltà di 
allevamento della specie nostrana (Tapes decussatus), fu introdotta in Italia la specie di 
origine asiatica, che trovò condizioni particolarmente favorevoli di crescita e sviluppo 
nelle lagune salmastre dell’Alto Adriatico (Cataudella S. e Bronzi P., 2001). 
La specie, viene regolarmente allevata su fondali sabbiosi o fangosi, a basse profondità, 
in particolare in acque con alte concentrazioni di materiale organico, o di microalghe in 
sospensione, che filtrano attivamente (Manzoni P., 2010). Nella coltivazione delle 
vongole veraci si distinguono diverse fasi: 
• Scelta del sito: La scelta viene fatta tenendo conto dell’idoneità sanitaria del sito, 
della pendenza del fondale, della tessitura del sedimento e dell’idrodinamismo. 
Il fondale non deve essere troppo in pendenza ed il sedimento ottimale è un 
misto di sabbia e fango, ma si possono ottenere  anche buoni risultati, con un 
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sedimento totalmente  sabbioso o fangoso, purché ben ossigenato (Cataudella  S. 
e Bronzi P., 2001); 
• Predisposizione dell’area e dei fondali: l’allevamento viene delimitato in zone di 
coltura, tramite pali di castagno, in modo da diversificare nel tempo, la gestione 
di semine e raccolti e garantire prodotto commerciale tutto l’anno. Inoltre, viene 
eliminato ogni impedimento fisico capace di modificare la movimentazione 
dell’acqua, al fine di evitare ripercussioni negative sull’allevamento (Cataudella  
S. e Bronzi P., 2001; Turolla E., 2008); 
• Reperimento del seme: in Italia, nei primi anni dall’introduzione della specie 
filippina, tutto il seme è stato recuperato presso schiuditoi stranieri; invece, 
dall’avvio delle prime produzioni su larga scala e grazie alla grande disponibilità 
di seme selvatico, attualmente, oltre il 95% del novellame viene reperito in 
ambiente naturale (Turolla E. e Rossi R., 2011); 
• Semina: viene eseguita a spaio, durante la bassa marea, al fine di verificare 
l’infossamento delle giovani vongole, ed il periodo migliore è la primavera, con 
una temperatura dell’acqua superiore ai 14°C (Cattaneo P. e Bernardi C., 2010); 
tuttavia, vista la richiesta di prodotto, gli allevatori eseguono la semina durante 
tutto l’anno, evitando i giorni più rigidi dell’inverno, quando la temperatura  è 
inferiore a 5–6 °C. La semina direttamente su fondale, senza protezione, viene 
praticata per esemplari della lunghezza di almeno 10-12 mm, se invece il seme 
proviene da schiuditoi e quindi presenta taglia ridotta (2-3 mm), è necessario 
prevedere una fase di preingrasso, in cui viene protetto all’interno di tasche di 
rete, fino al raggiungimento della taglia idonea (Turolla E., 2008); 
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• Monitoraggio e gestione: dopo la semina del prodotto, l’allevatore controlla e 
verifica solo il buon andamento dell’allevamento fino al raggiungimento della 
taglia commerciale, che in Alto Adriatico, può variare dai 15 ai 25 mesi. 
(Cattaneo P. e Bernardi C., 2010); 
• Raccolta e selezione del prodotto: i metodi di raccolta tradizionali, manuali o 
tramite impiego di rastrelli a mano o idrorasche, sono quelli più rispettosi 
dell’ambiente.  In seguito alla raccolta avviene la selezione del prodotto, 
mediante setacci manuali o meccanici (Cataudella  S. e Bronzi P., 2001). La 
taglia minima di raccolta del prodotto è di 2,5 cm (D.P.R. n. 1639 del 2 ottobre 
1968  e Reg. (CE) 1967/2006), gli esemplari di lunghezza inferiore, sono 




Mentre un tempo venivano allevate esclusivamente ostriche piatte autoctone (Ostrea 
edulis), negli ultimi tempi l’ostrica concava, di origine pacifica (Crassostrea gigas), 
sembra rappresentare un’ottima candidata per ampliare e diversificare la produzione 
della molluschicoltura italiana (Cataudella S. e Bronzi P., 2001). Nonostante 
l’ostricoltura abbia origini antiche, in Italia viene scarsamente esercitata e, la maggior 
parte dell’attuale produzione nazionale (300 t/anno circa), proviene da allevamenti 
misti, dove viene condotta principalmente la mitilicoltura, è stata infatti dimostrata la 
possibilità di allevare ostriche utilizzando gli stessi impianti in sospensione (long-line) 
degli allevamenti di mitili. Lo sviluppo dell’ostricoltura si inserirebbe anche in un 
momento di crisi delle mitilicoltura italiana e, tramite l’introduzione di nuove tecniche 
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di allevamento, si sta sviluppando in forma continuativa in Toscana, Sicilia, Sardegna e 
nella costa adriatica (ISMEA, 2013). 
I metodi utilizzati per l’allevamento delle ostriche sono in relazione con le 
caratteristiche dell’area marina, con il reperimento del seme e dipendono dalle richieste 
di mercato. Si riconoscono 4 metodi di coltura delle ostriche: 
 in sopraelevazione: le ostriche vengono allevate  in mare, all’interno di sacche 
fissate su tavole, poste sulla zona interditale, per parte della giornata esposte 
all’aria e al sole e poi coperte dal flusso delle maree; 
 in piano: le ostriche sono poste in contenitori mantenuti in sospensione 
sull’acqua; 
 su fondale: le ostriche sistemate in reti o in cassette rettangolari di plastica sono 
poste  direttamente sul fondale; 
 long-line: le ostriche sono allevate, come i mitili, su corde sospese in acqua in 
cestelli o  lanterne. Questo sistema di coltura è adatto alle acque senza marea o 
al largo (ISMEA, 2013). 
Una volta che hanno aderito ad un substrato, inizia la crescita, fino al raggiungimento 
dello stadio adulto, che avviene dopo 12-18 mesi per l’ostrica concava e circa 30 mesi 
per l’ostrica piatta (Cataudella  S. e Bronzi P., 2001). 
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Requisiti igienici e riferimenti normativi delle zone di produzione dei 
molluschi  
La salubrità e qualità dei molluschi bivalvi dipendono dai siti di allevamento, dalle 
modalità di prelievo e dai trattamenti subiti. Durante le operazioni associate alla 
produzione primaria possono insorgere, infatti, pericoli di origine fisica, chimica e 
biologica, che devono essere gestiti attraverso l’applicazione di buona prassi igieniche; 
tali contaminazioni possono essere suddivise in primarie, derivanti dall’ambiente in cui 
vive il mollusco e secondarie, che si possono verificare durante le fasi di raccolta e 
trasporto (Doz M. et al., 2013).  In relazione ai volumi d’acqua filtrati dai molluschi 
bivalvi e alla loro capacità di accumulare contaminanti dall’ambiente circostante, riveste 
notevole importanza il controllo delle aree di produzione e raccolta. Risulta quindi 
necessaria una buona conoscenza delle caratteristiche dei fondali e delle fonti di 
inquinamento che influiscono sulla qualità delle zone di produzione, con selezione dei 
siti di allevamento e di raccolta. Nella Dir. 2006/113/CE vengono stabiliti i requisiti di 
qualità delle acque destinate alla molluschicoltura, con le indicazioni, in Allegato I, dei 
parametri relativi a pH, temperatura, colorazione, salinità, ossigeno disciolto, 
contaminanti chimici e coliformi, nonché i limiti, i metodi di analisi e la frequenza dei 
campionamenti (Cattaneo P. e Bernardi C., 2010).  
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DIRETTIVA 2006/113/CE DEL PARLAMENTO EUROPEO E DEL CONSIGLIO del 12 dicembre 2006, Allegato I 
 
La produzione e commercializzazione dei molluschi bivalvi vivi sono disciplinate dai 
Regolamenti (CE) 852/2004, 853/2004, 854/2004 e 1441/2007 e s.m.i.. Non possono 
essere allevati e prelevati molluschi in zone non classificate dall’autorità competente e 
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di conseguenza sia l’allevamento che la stabulazione dei molluschi bivalvi devono 
essere effettuati solamente in zone classificate come A, B e C, che differiscono tra loro, 
da un punto di vista microbiologico, in funzione del livello di contaminazione fecale 
(Reg. (CE) 854/2004). La qualità sanitaria dell’area di raccolta determina, inoltre, il 
livello di trattamento che i molluschi devono subire prima di essere posti sul mercato. 
Nelle zone di classe A i molluschi devono soddisfare i seguenti requisiti: 
- E. coli: non oltre 230 MPN (Most Probable Number) per 100 g di polpa e liquido 
intravalvare; 
- Salmonella sp : assente in 25 g di polpa di mollusco e di liquido intravalvare; 
I molluschi allevati in questa zona possono essere raccolti e destinati direttamente al 
consumo umano, previo confezionamento presso uno stabilimento riconosciuto (CSM).  
Nelle zone di classe B i molluschi non devono superare, nel 90 % dei campioni, 4600 E. 
coli per 100 g di polpa e di liquido intervalvare. Nel restante 10 % dei campioni, i 
molluschi bivalvi vivi non devono superare  46.000 E. coli per 100 g di polpa e di 
liquido intervalvare (Reg. (CE) n. 854/2004 e Reg. (CE) n. 1021/2008). Il metodo di 
riferimento per questa analisi è il test del numero più probabile (Most Probable Number  
o MPN) in 5 provette e 3 diluizioni (ISO 16649-3). In tale zona i molluschi bivalvi vivi 
possono essere raccolti, ma immessi sul mercato ai fini del consumo umano soltanto 
dopo aver subito un trattamento in un centro di depurazione (CDM) o previa 
stabulazione in una zona avente i requisiti prescritti per la zona A. 
Nelle zone di classe C i molluschi bivalvi vivi possono essere allevati e raccolti, ma  
immessi sul mercato soltanto previa stabulazione di lunga durata o qualora destinati alla 
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trasformazione. I molluschi bivalvi vivi provenienti da queste zone non devono superare 
i livelli di 46.000 E. coli per 100 g di polpa e liquido intravalvare. 
I molluschi bivalvi vivi non possono essere immessi sul mercato per la vendita al 
dettaglio se non attraverso un Centro di spedizione (CSM) in cui deve essere apposto un 
marchio di identificazione ed etichettatura. 
Note:  
1 Il metodo di riferimento è dato dalla ISO 16649-3 
2  Per riferimento crociato tra Regolamento CE 854/2004, Regolamento CE 853/2004 e Regolamento CE 2073/2005  
3 Dal Regolamento CE 1021/2008 
4 Dal Regolamento CE 854/2004 
5 Questo livello non è specificato in nessun regolamento ma non è conforme con le classi A,  
B e C. Per ragioni sanitarie l’Autorità Competente può proibire ogni produzione e raccolta da zone non considerate adatte.  
 
In base al livello di contaminazione fecale, i molluschi bivalvi devono essere sottoposti 
ad alcuni trattamenti. I trattamenti principali che possono essere effettuati dopo la 
raccolta, allo scopo di rendere idonei al consumo i molluschi provenienti da aree di 
raccolta non di categoria A, sono principalmente tre. 
1. Depurazione: i molluschi contaminati possono essere purificati all’interno di un 
CDM (Centro Depurazione Molluschi) mediante l’immissione in vasche 
contenenti acqua di mare pulita, per permettere che continuino il loro processo 
naturale di nutrizione per filtrazione affinché si realizzi la decontaminazione dai 
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microrganismi. La depurazione è ritenuta accettabile solo per i molluschi 
raccolti in aree di classe B.  
2. Stabulazione: i molluschi raccolti dalle aree contaminate sono trasferiti in 
ambienti naturali (mare, estuari o lagune), microbiologicamente puliti e 
classificati come aree di classe A per il tempo necessario alla riduzione dei 
contaminanti. 
3. Trattamento con calore, con un processo approvato, per distruggere i 
microrganismi potenzialmente patogeni prima del consumo. 
 Sia il trattamento termico che la stabulazione sono ritenuti adatti per trattare i molluschi 
provenienti da aree di classe B e C. Per la difficoltà di trovare aree marine non 
contaminate destinate alla stabulazione, la depurazione è spesso l’opzione di trattamento 
preferita ed è diffusamente applicata in Europa. 
 
Piani nazionali e regionali per il monitoraggio e la sorveglianza sui 
molluschi 
I Regolamenti del c.d. ―pacchetto igiene‖, che stabiliscono norme specifiche in materia 
di igiene e per l’organizzazione di controlli ufficiali per gli alimenti di origine animale 
destinati al consumo umano, prevedono che gli Stati membri provvedano a classificare 
le zone di produzione e di stabulazione dei molluschi bivalvi vivi e ad istituire un 
Sistema di Sorveglianza sulle zone di produzione che permetta un costante 
monitoraggio sulla salubrità di tali prodotti e sulla qualità igienico-sanitaria delle 
acque.  A questo scopo sono state elaborate le Linee Guida Nazionali (Rep. Atti n. 
79/CSR del 08/07/2010), per l'applicazione del Regolamento (CE) 854/2004 e del 
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Regolamento (CE) 853/2004 nel settore dei molluschi bivalvi; secondo tali linee guida, 
le zone di produzione e stabulazione vengono sottoposte ad un monitoraggio periodico 
di tipo microbiologico, biotossicologico e chimico e, sulla base dei risultati di tale 
monitoraggio, viene regolamentato il destino dei molluschi provenienti da tali zone, 
relativamente alla ammissione o meno al consumo. Il ―Piano Nazionale Integrato 2011-
2014‖, ai sensi del Regolamento (CE) n.882/2004, definisce i controlli ufficiali in 
materia di alimenti, mangimi, sanità e benessere animale e sanità delle piante e, nel cap. 
3A, affronta gli aspetti relativi al monitoraggio e alla classificazione delle acque delle 
zone di produzione, stabulazione e raccolta dei molluschi bivalvi vivi. Ad integrazione 
del piano e delle linee guida nazionali, la Regione Sardegna ha elaborato il proprio  
―Piano regionale per la vigilanza ed il controllo sanitario della produzione e 
commercializzazione dei molluschi bivalvi e per il monitoraggio periodico delle zone di 
produzione e di stabulazione di molluschi bivalvi vivi‖, allo scopo di fornire indicazioni 
di carattere applicativo ed esplicativo in relazione alle prescrizioni contenute nella 
regolamentazione comunitaria  e nazionale, in materia di sicurezza alimentare, lungo le 
diverse fasi che compongono la filiera dei molluschi bivalvi. In tale piano, la gestione 
del programma di sorveglianza è affidato alle Aziende Sanitarie Locali (AA.SS.LL.) di 
competenza mentre, i controlli analitici sono effettuati dall’Istituto Zooprofilattico 
Sperimentale della Sardegna.  
I prelievi previsti per i mitili hanno cadenze differenti  a seconda del parametro 
ricercato. In funzione della analisi dei rischi, ciacuna regione decide autonomamente e 
per la Regione Sardegna, le frequenze dei campionamenti sono le seguenti: 
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-  mensili per il controllo della qualità microbiologica dei molluschi bivalvi vivi (E. 
coli, Salmonella), provenienti dalle zone di classe A e bimestrali, per le altre classi 
sanitarie;  
- quindicinali per la ricerca di fitoplancton potenzialmente tossico nelle acque di 
produzione e di stabulazione; 
-  settimanali per la ricerca di biotossine algali nella polpa dei molluschi;  
Per gli accertamenti sui contaminanti ambientali (Piombo, Mercurio e Cadmio) la 
frequenza di campionamento è la stessa definita per il controllo microbiologico. La ASL 
competente per l’area classificata redige e trasmette annualmente alla Regione 
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SCOPO DELLA RICERCA  
Le tossinfezioni alimentari causate da Vibrio parahaemolyticus rientrano nel gruppo 
delle malattie a trasmissione alimentare (MTA) per le quali nella Unione Europea è 
stata stabilita una rete di sorveglianza con relativo obbligo di notifica (Reg. CE 
178/2002:  Sistema di allerta comunitario). 
Il Reg. CE 2073/ 2005 e s.m.i. non ha previsto, allo stato attuale, il criterio Vibrio 
parahaemolyticus ma raccomanda l’istituzione di codici di condotta per le buone prassi 
igieniche. 
I dati bibliografici internazionali riportano: 
 Aumento degli outbreaks da V. parahaemolyticus 
 Diffusione del ceppo con caratteristiche pandemiche O3: K6tdh+ 
 Presenza più volte segnalata di V. parahaemolyticus nelle ostriche 
Nei Paesi ove la molluschicoltura rappresenta un settore di notevole importanza 
produttiva i Vibrioni patogeni costituiscono una problematica sanitaria emergente. In 
Sardegna, infatti, le attività di molluschicoltura, in particolare di mitili, rappresentano 
una delle voci più importanti sotto il profilo economico e sociale. 
Il presente lavoro ha lo scopo di: 
- Acquisire dati epidemiologici aggiornati sulla presenza e livello di contaminazione 
da Vibrio parahaemolyticus in molluschi bivalvi vivi allevati e commercializzati 
nella regione Sardegna, 
- identificare e caratterizzare i ceppi isolati sotto il profilo biomolecolare 
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- contribuire a una prima valutazione del rischio da Vibrioni potenzialmente patogeni 
associato al consumo di molluschi bivalvi. 
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MATERIALI E METODI 
In accordo con quanto stabilito dalle disposizioni comunitarie in materia di produzione 
e commercializzazione dei molluschi bivalvi vivi (Reg. CE n. 853/2004, Reg. CE n. 
854/2004, Reg. CE n. 882/2004 del Parlamento europeo e del Consiglio), nella Regione 
Sardegna è operante nel settore della molluschicoltura un Piano regionale per la 
vigilanza ed il controllo sanitario della produzione e commercializzazione dei molluschi 
bivalvi e per il monitoraggio periodico delle zone di produzione e di stabulazione di 
molluschi bivalvi vivi . 
Il Piano è coordinato dall’Assessorato  dell’Igiene e Sanità e dell’Assistenza Sociale,  
Servizio della Prevenzione. 
La Vigilanza ed il controllo sanitario sulla produzione post-primaria hanno come 
obiettivo prioritario la verifica del rispetto dei requisiti sanitari previsti dalla normativa 
vigente nelle diverse realtà commerciali: Centri di depurazione molluschi (C.D.M.), 
Centri di spedizione molluschi (C.S.M.), mercati ittici, deposito, ingrosso, cash and 
carry, vendita al dettaglio e ristorazione. 
Nell’ambito del ―Controllo Ufficiale‖ sono previste attività di campionamento ed analisi 
di laboratorio finalizzate a verificare che i prodotti in esame siano conformi ai requisiti 
previsti dalle norme sanitarie europee a tutela della salute dei consumatori. 
La frequenza dei campionamenti varia in relazione alle categorie di rischio identificate 
dall’Autorità Competente relativamente ad una specifica impresa/stabilimento. In altri 
termini, attraverso una corretta applicazione degli strumenti necessari per la 
―Categorizzazione del rischio‖, è possibile definire una azienda del settore alimentare ad 
―alto rischio‖, ―medio alto rischio‖, ―medio rischio‖ e ―basso rischio‖, e ciò 
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naturalmente andrà ad influenzare le modalità e la frequenza dei controlli sull’impresa 
stessa. Ai fini della strategia di campionamento da adottarsi, l’Azienda U.S.L. 
competente per territorio  tiene inoltre conto dei seguenti elementi valutativi: 
 volume di prodotto commercializzato 
 provenienza del prodotto (produzione regionale, produzione nazionale, 
produzione comunitaria) 
 garanzie igienico sanitarie date dal fornitore 
 garanzie igienico sanitarie assicurate dalla attività commerciale 
 specie/tipologia (mitili, vongole etc.) 
 altri elementi che scaturiscono dalla valutazione del rischio attuata dal Servizio 
veterinario dell’Azienda Sanitaria Locale. 
I campioni sono costituiti da prodotto appartenente allo stesso lotto e scortati da un 
verbale di prelievo controfirmato dal responsabile dello stabilimento/impresa oltre che 
dall’operatore del Servizio Veterinario che ha eseguito il campionamento. In opportune 
condizioni di refrigerazione, vengono trasportati all’interno di sacchetti di plastica, 
chiusi con spago e materiale piombato e muniti di cartellino indicante la A.S.L che ha 
effettuato il prelievo. 
I campioni sono recapitati, in stato di refrigerazione, all’Istituto Zooprofilattico 
Sperimentale della Sardegna ai fini dell’esecuzione delle prove di laboratorio. 
Nel Piano Regionale è previsto il monitoraggio periodico delle zone di produzione e di 
stabulazione di molluschi bivalvi vivi, al fine di verificare lo stato sanitario di tali zone 
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dal punto di vista microbiologico, ed il rispetto dei parametri previsti dalla normativa 
comunitaria per i M.B.V. destinati al consumo umano (es. biotossine algali, metalli 
pesanti, fitoplancton, radionuclidi, ecc.).  
Le zone acquee attualmente individuate e classificate nelle quali e’ operante il sistema 
di monitoraggio sanitario sono: 
 Arborea : Corru Mannu esterno, Corru Mannu interno, Corru S’Ittiri  e S’Ena 
Arrubia  
 Cagliari : Santa Gilla  
 Muravera : San Giovanni,   Feraxi , Colostrai  
 Olbia : Seno Cocciani, Isola di Cavallo, Cala Saccaia, Mezzocammino, Foci 
Padrongianus , Golfo di Cugnana , 
 Oristano : Golfo di Oristano, Foce del Tirso, Capo San Marco 
 Orosei: Su Petrosu  
 Santa Teresa: Porto Pozzo  
 Stagno di S. Teodoro  
 Terralba : Marceddì  
 Tortolì : Arbatax  
La distribuzione geografica dei punti di campionamento e la frequenza del 
campionamento devono garantire che gli accertamenti di laboratorio siano il più 
possibile rappresentativi della zona considerata, in particolare nei periodi di raccolta. 
I campioni  sono recapitati,  sempre in stato di refrigerazione e accompagnati ciascuno 
dal relativo verbale di prelievo, in Laboratorio dove vengono effettuate le analisi 
richieste (Piano Regionale 2011- Piano Regionale revisione.2014). 
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Negli anni 2013 e 2014 (Gennaio – Maggio) è stata svolta, presso il Laboratorio di 
Ispezione degli Alimenti, un’indagine sulla presenza e sulla prevalenza di Vibrio 
parahaemolyticus in campioni di molluschi bivalvi vivi prelevati dalle AA.SS.LL della 
Sardegna, nell’ambito del Piano Regionale di Monitoraggio in allevamento e della 
Vigilanza alla commercializzazione. Gli organismi più frequentemente analizzati sono 
stati mitili (Mytilus galloprovincialis e Mytilus edulis)), vongole (Tapes philippinarum  
e Tapes decussatus) e ostriche (Crassostrea gigas e Ostrea edulis). 
I campioni sono stati processati per la ricerca, isolamento e identificazione di V. 
parahaemolyticus attraverso tecniche fenotipiche, a cui è seguita la caratterizzazione dei 
ceppi isolati con metodiche molecolari (PCR e sequenziamento), presso il Centro di 
Referenza Nazionale MBV (IZS Umbria e Marche, Sezione di Ancona). 
Nel corso del 2013 sono stati analizzati, per la ricerca di V. parahaemolyticus, un totale 
di 1079 campioni di molluschi bivalvi vivi, di cui n. 754 prelevati nell’ambito 
dell’attività di Monitoraggio e n. 325 prelevati nell’ambito dell’attività di Vigilanza alla 
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Tabella n. 1 - Campioni prelevati nell’ambito del Piano regionale RAS nel 2013 
AA.SS.LL Regione 
Sardegna 




N.1 SASSARI 61 61 0 
N.2 OLBIA 351 69 212 
N.3 NUORO 40 31 9 
N.4 LANUSEI 70 12 58 
N.5 ORISTANO 185 43 142 
N.6 SANLURI 10 10 0 
N.7 CARBONIA 27 18 9 
N.8 CAGLIARI 335 81 254 
Tot.  campioni 1079 325 754 
 
 
Sono stati valutati separatamente, per la ricerca di Vibrio parahaemolyticus, n. 40 
campioni di ostriche, di cui n. 6 nell’ambito della Vigilanza e n. 34 nell’ambito del 
Monitoraggio.  
Nel periodo Gennaio-Maggio 2014 sono stati analizzati, per la ricerca di V. 
parahaemolyticus, un totale di n. 541 campioni di molluschi bivalvi, di cui n. 140  
prelevati nell’ambito dell’attività di Vigilanza alla commercializzazione e n. 401 
nell’ambito dell’attività di Monitoraggio in allevamento. (Tab. n. 2) 
Nel 2014 (Gennaio- Maggio 2014) sono stati analizzati, per la ricerca di Vibrio 
parahaemolyticus, n. 17 campioni di ostriche nell’ambito dell’attività di  Monitoraggio.  
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N.1 SASSARI 36 36 0 
N.2 OLBIA 112 22 90 
N.3 NUORO 30 18 12 
N.4 LANUSEI 36 4 32 
N.5 ORISTANO 100 14 86 
N.6 SANLURI 4 4 0 
N.7 CARBONIA 29 13 16 
N.8 CAGLIARI 194 29 165 
Tot.  campioni 541 140 401 
 
 
Isolamento e identificazione di Vibrio parahaemolyticus  
Ricerca con metodo colturale. Preparazione del campione 
Il campione è stato trattato secondo la norma UNI EN ISO 6887-1:2000 (Preparazione 
dei campioni di prova, sospensione iniziale e diluizioni decimali per l'analisi 
microbiologica) per ottenere la sospensione madre di partenza. Prima di essere 
processati i molluschi sono stati lavati e spazzolati con acqua potabile, in particolare 
attorno alla linea di adesione delle due valve; è stato eliminato il bisso tramite bisturi o 
forbici immediatamente prima dell’apertura. Quindi sono stati aperti i gusci, con un 
coltello a punta tonda raccogliendo  la polpa ed il liquido intravalvare, in un contenitore 
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sterile. Da ogni campione si prelevano 100 g di materiale che vengono sottoposti ad 
omogeneizzazione mediante Stomacher (Stomacher Lab Blender 400). 
 
Isolamento e identificazione di Vibrio parahaemolyticus secondo il metodo ISO/TS 
21872-1:2007 
L’isolamento e l’identificazione biochimica di Vibrio parahaemolyticus sono stati 
eseguiti seguendo la metodica  ISO/TS 21872-1:2007 (Metodo orizzontale per 
l’identificazione di potenziali Vibrio spp. Enteropatogeni) che specifica le fasi di 
rilevamento per Vibrio parahaemolyticus e Vibrio cholerae, a cui sono state apportate 
alcune varianti durante la fase analitica.  
L’isolamento di Vibrio parahaemolyticus da campioni di alimento, può presentare 
alcune difficoltà, dovute essenzialmente alla scarsa concentrazione del microrganismo, 
alla concomitante presenza di altri vibrioni o di flora batterica antagonista ed alle 
condizioni di stress alle quali possono essere sottoposti i vibrioni (congelamento, 
riscaldamento, acidità, ecc.), che ne diminuiscono la vitalità o li fanno entrare in una 
fase di quiescenza, dove tendono a rimanere vitali ma diventando non coltivabili, con i 
metodi tradizionali di isolamento (VBNC). Di conseguenza, si rende necessario un 
prearricchimento in due fasi.  
Nella prima fase un’aliquota (25g) di polpa e di liquido intravalvare viene posta in 225 
ml di Acqua Peptonata Alcalina (APA), in proporzione 1:10, omogenata mediante 
Stomacher (Stomacher Lab Blender 400) ed incubata per 6-8 ore a  41,5°C per i prodotti 
freschi, e a 37°C per quelli surgelati; nella seconda fase il brodo di arricchimento viene 
quindi inoculato con la coltura ottenuta nella fase precedente e posto ad incubare a 41,5 
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° C per 18 ore. Al termine dell’incubazione si è proceduto ad una prima semina per 
strisciamento su piastre di TCBS agar (Tiosolfato Citrato Bile saccarosio), poi incubate 
per 24 ore a 37°C. Il TCBS agar favorisce la crescita di numerose specie appartenenti al 
genere Vibrio, mentre inibisce la maggior parte dei microrganismi non-Vibrio. Le 
colonie di Vibrio parahaemolyticus, appaiono in TCBS rotonde e lisce, con diametro di 
2-3 mm, di colore verde o verde-blu (saccarosio negative, Figura n. 1). 
In caso di colture miste, risulta talvolta complicata l’identificazione delle colonie di 
Vibrio parahaemolyticus su TCBS agar, a causa della fermentazione del saccarosio, che 
porta allo sviluppo di una colorazione giallastra. È stata quindi effettuata, in 
associazione alla semina su TCBS,  la semina su TSAT agar (trifeniltetrazolio cloruro 
soia triptone), un terreno che con colture miste, permette una differenziazione di V. 
parahaemolyticus migliore e più coerente rispetto al TCBS. La differenziazione di V. 
parahaemolyticus su TSAT, si basa in gran parte sul cambiamento di colore e sulle 
dimensioni delle colonie, che si presentano, dopo 24 ore di incubazione a 37°C, lisce, 
piatte, di colore rosso vivo o rosso scuro e con un diametro di 2-3 mm (Kourany M., 
1983, Figura n. 2). 
  
 
Fig. 1. Colonie tipiche di Vibrio parahaemolyticus su 
TCBS 
Fig. 2. Colonie tipiche di Vibrio parahaemolyticus su 
TSAT 
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Da ogni piastra venivano prelevate complessivamente n.5 colonie considerate tipiche e 
seminate su piastre di TSA (Trypticase Soy Agar), additivato di NaCl fino ad una 
concentrazione finale pari al 2%; le piastre venivano poi incubate a 37°C per 24 ore. La 
semina in un terreno non selettivo (TSA salino), è necessaria per poter disporre di 
colture pure, da sottoporre alle prove biochimiche. Al termine dell’incubazione tali 
colonie venivano esaminate al microscopio ottico, previa colorazione di  Gram  e, in 
seguito, sottoposte alle prove di conferma ed identificazione fenotipica del genere 
Vibrio spp. (Masini et al., 2006): 
1. determinazione dell’attività ossidasica: utilizzando un ansa, si  prelevava una 
parte della coltura pura dall’agar nutritivo salino per porla a contatto con le 
strisce, preimbibite  con il reagente per ossidasi, del test Oxidase disc Mast 
Diagnostic; la reazione veniva considerata positiva se il colore virava a viola 
scuro entro 10 secondi mentre lo sviluppo di colore dopo 10 secondi veniva 
ignorato. Ad eccezione di V. metschnikovii, tutti i vibrioni patogeni sono 
ossidasi positivi. 
2. semina per infissione su Triple Sugar Iron Saline (TSI salato) ed incubazione a 
37°C per 24 ore (Figura 3).  Vibrio  parahaemolyticus, come la maggior parte 
dei Vibrio spp., produce una reazione alcalina (rossa) nel becco di clarino ed 
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Tabella n. 3 - prove di conferma ed identificazione fenotipica di V. 
parahaemolyticus 
Test preliminari 
Substrato Reazione di Vibrio parahaemolyticus 
Colorazione Gram Gram negativo 
Ossidasi  positiva 
TSI-S  fondo giallo, becco rosso 
H2S mancanza di annerimento 
Produzione di gas  mancanza di sollevamento o rottura 
 
3. Le colonie che mostravano le reazioni sopra indicate sono state sottoposte alla 
prove di identificazione biochimica, utilizzando il sistema VITEK  (Vitek 2 
Compact, Biomerieux) che, a differenza dei test commerciali manuali, come ad 
esempio, le gallerie API 20E® e API 20NE® (Biomerieux), è un sistema 
automatico. L’automazione infatti, porta ad una maggiore sicurezza ed elimina 
la ripetizione delle manualità dell’operatore, mentre la rapidità d’analisi 
consente una gestione più veloce dei risultati rispetto alle tecniche manuali.  
Le colonie che alle prove di identificazione biochimica tramite Vitek sono risultate 
positive per V. parahaemolyticus, hanno costituito una ceppoteca che è stata inviata 
Fig. 3. crescita tipica su TSI salino di Vibrio parahaemolyticus 
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presso il Laboratorio Nazionale di Riferimento per il Controllo Batteriologico dei 
Molluschi Bivalvi (CEREM), dell’Istituito Zooprofilattico Sperimentale dell’Umbria e 
delle Marche, con sede ad Ancona. In tale sede i campioni sono stati sottoposti alle 
prove di identificazione molecolare, tramite procedura di PCR e analisi di 
sequenziamento dei prodotti di PCR. 
 
Ricerca dei geni toxr, tdh e trh in Vibrio parahaemolyticus tramite PCR 
I ceppi batterici presunti V. parahaemolyticus, sono stati testati per determinare la 
presenza/assenza dei geni per le tossine tdh e trh e della sequenza genica toxR, tramite 
indagine di PCR. Il gene per la proteina regolatoria toxR, è specie-specifico e viene 
utilizzato come marker, per l’identificazione di specie di V. parahaemolyticus (Kim et 
al., 1998). I geni per le tossine tdh (emolisina diretta termostabile) e trh (emolisina 
associata alla TDH) permettono invece di identificare i ceppi di V. parahaemolyticus 
potenzialmente patogeni, essendo tali tossine i principali fattori di patogenicità in V. 
parahaemolyticus (Yeung M. and Boor K. J., 2004; Su Y. C., Liu C., 2007). 
L’indagine di PCR, svolta come quanto descritto nella procedura operativa tecnica 
―PRT.ANMICALI.017‖, dell’ Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Umbria e delle 
Marche, è costituita da 4 fasi: 
· Rivitalizzazione dei ceppi batterici: gli stipiti batterici, isolati in purezza su TSA-S, 
vengono seminati mediante anse sterili in acqua peptonata alcalina (Brodo nutriente 
APA, Oxoid) all’1% di NaCl ed incubato a 37°C per 24 h ± 3 h. Sono stati poi seminati 
e posti ad incubare, alle stesse condizioni i seguenti ceppi di controllo positivo per 
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Vibrio parahaemolyticus,  utilizzati come controlli di estrazione del DNA ed 
amplificazione in PCR: 
 ATCC 43996/NCTC 10884 o ATCC 17802/NCTC 10903: controllo estrazione e 
amplificazione per il gene toxR;  
 ATCC 43996/NCTC 10884 controllo amplificazione per il gene tdh;  
 ATCC 17802/NCTC 10903 controllo amplificazione per il gene trh. 
· Protocollo di estrazione del DNA:  Per l’estrazione del DNA batterico si lavora sotto 
cappa a flusso laminare. Aliquote di 500 μl delle brodocolture da analizzare sono state 
trasferite in provette sterili da 1,5 ml siglate con i numeri del campione; si prepara anche 
una provetta, senza il campione ma contenente esclusivamente il brodo nutriente, come 
controllo di estrazione negativo. Le brodo colture sono state quindi centrifugate a 13000 
rpm per 5 min in microcentrifuga. Una volta eliminato il surnatante, il sedimento 
batterico viene sospeso in 500 μl di acqua demineralizzata sterile. Quindi, tutti i 
campioni, compresi il controllo positivo ed il controllo negativo, vengono incubati nel 
thermomixer per 10 minuti a 99°C  per essere poi utilizzati come DNA stampo nella 
reazione di amplificazione in PCR. 
· Reazione di PCR (Polymerase Chain Reaction): Durante la reazione di PCR viene 
replicata ed amplificata selettivamente la sequenza target delimitata da due 
oligonucleotidi sintetici detti primers, complementari alle sue terminazioni 3’ e 5’. In 
questo lavoro, per l’amplificazione dei frammenti genici in studio sono state applicate 
tre metodiche diverse di PCR che consentono il rilevamento di altrettanti geni, 
utilizzando coppie di primers specifiche  per ciascuno dei tre geni (toxR, tdh e trh, Tab. 
n. 4).  
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Tabella n. 4 - Sequenze primers specifiche per l’amplificazione dei geni tox-R, 
tdh e trh 
Nome 
Primer 
Sequenza Target Dimensioni 
toxR-F 5’- GTC TTC TGA CGC AAT CGT TG -3’ 
toxR 368 bp 
toxR-R 5’- ATA CGA GTG GTT GCT GTC ATG -3’ 
tdh-F 5’- CCA TCT GTC CCT TTT CCT GC -3’ 
tdh 373 bp 
tdh-R 5’ - CCA AAT ACA TTT TAC TTG G -3’ 
trh-F 5’ - GGC TCA AAA TGG TTA AGC G -3’ 
trh 250 bp 
trh-R 
5’ - CAT TTC CGC TCT CAT ATG C -3’ 
 
Per ogni tipo di PCR viene allestita una miscela unica (Mastermix), di 22,5 μl a cui si 
aggiungerà un’ aliquota di 2,5 μl di ciascun campione di DNA estratto da analizzare, 
fino ad ottenere un volume finale di 25 μl e le composizioni delle tre Mastermix sono 
riportate nelle tabelle n. 5, 6 e 7. 
Tabella n. 5 - Composizione miscela di reazione (toxR) 
Reagenti Conc. iniziale Conc. finale Volume (µl) per 
campione 
Acqua per biologia 
molecolare 
- - 12.25 
Tampone per PCR  5X 1x 5.0 
MgCl2 25 mM 2 mM 2.0 
dNTPs 2.5 mM 0.2 mM 2.0 
Primer toxR-F 20 µM 0.4 µM 0.5 
Primer toxR-R 20 µM 0.4 µM 0.5 
Taq-DNA polimerasi 5 U/µl 0,05 U/µl 0.25 
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Tabella n. 6 - Composizione miscela di reazione (tdh) 
Reagenti Conc. iniziale Conc. finale Volume (µl) per 
campione 
Acqua per biologia 
molecolare 
- - 12.37 
Tampone per PCR  5X 1x 5.0 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 
dNTPs 2.5 mM 0.2 mM 2.0 
Primer tdh -F 20 µM 0.6 µM 0.75 
Primer tdh -R 20 µM 0.6 µM 0.75 
Taq-DNA polimerasi 5 U/µl 0,025 U/µl 0.13 
DNA - - 2.5 
 
Tabella n. 7 - Composizione miscela di reazione (trh) 
Reagenti Conc. iniziale Conc. finale Volume (µl) per 
campione 
Acqua per biologia 
molecolare 
- - 12.37 
Tampone per PCR  5X 1x 5.0 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 
dNTPs 2.5 mM 0.2 mM 2.0 
Primer trh -F 20 µM 0.6 µM 0.75 
Primer trh -R 20 µM 0.6 µM 0.75 
Taq-DNA polimerasi 5 U/µl 0,025 U/µl 0.13 
DNA - - 2.5 
 
Una volta pronta, la Mastermix si miscela delicatamente e si distribuisce in ogni 
provetta per PCR (22.5 µl), ad ogni provetta si aggiunge quindi il DNA estratto dai vari 
campioni (2.5 µl) ed un quantitativo identico, costituito da acqua, nel campione 
negativo. Le reazioni vengono quindi incubate nel termociclatore, dopo aver impostato 
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Tabella n.8 - Profilo termico per il gene toxR 
Step  Temperature  Tempi  Cicli  
Denaturazione 
iniziale  
94°C 2 min  1 ciclo  
Denaturazione  94°C  1 min   
30 cicli  
 
Annealing  63 °C  1 min e 30 sec. 
Estenzione  72°C  1 min e 30 sec. 
Estenzione finale  72°C  7 min  1 ciclo  
                      
Tabella n.9 - Profilo termico per i geni tdh e trh 
Step  Temperature  Tempi  Cicli  
Denaturazione 
iniziale  
94°C 2 min  1 ciclo  
Denaturazione  94°C  1 min   
35 cicli  
 
Annealing  55 °C  1 min 
Estenzione  72°C  1 min 
Estenzione finale  72°C  5 min  1 ciclo  
 
-  elettroforesi su gel di agarosio: 
È stata eseguita una corsa elettroforetica, per  visualizzare i prodotti di amplificazione, 
preparando un gel di agarosio all’1.5% in Tampone TAE 1X, con uno spessore di 3-5 
mm ed addizionato di GelRed Nucleic Acid stain. Aliquote di 10 μl dei campioni 
sottoposti a PCR vengono addizionate con 2 μl di colorante di caricamento per ottenere 
una concentrazione finale 1X e caricate sul gel insieme al marker di corsa dal peso 
molecolare di 100bp; la corsa è stata condotta ad un voltaggio di 5 - 8 V/cm di distanza 
tra i due elettrodi ed è stata sospesa, quando la banda del colorante più veloce, ha 
raggiunto circa i due terzi della lunghezza della corsa. Successivamente si è proceduto 
alla lettura, al fine di visualizzare le bande,  al transiluminatore a raggi UV e si è 
provveduto ad acquisire l’immagine con il sistema di visualizzazione gel (GELDOC). 
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- espressione dei risultati: 
· I campioni che hanno presentato una banda da 368 bp dopo l’amplificazione 
della sequenza toxR sono stati identificati come V. parahaemolyticus; 
- I campioni di V. parahaemolyticus che hanno mostrato una banda da 373 bp, 
dopo l’amplificazione della sequenza del gene codificante la tossina tdh, sono 
stati considerati V. parahaemolyticus tdh+; 
- I campioni di V. parahaemolyticus che hanno presentato una banda da 250 bp, 
dopo l’amplificazione della sequenza del gene codificante la tossina trh, sono 
stati considerati V. parahaemolyticus trh+. 
 
Analisi di sequenziamento del DNA 
Il sequenziamento, viene applicato ai prodotti di PCR per i quali si richiede un’analisi di 
conferma della specificità oppure la caratterizzazione molecolare del prodotto di PCR. 
Come precedentemente anticipato, in questo lavoro, è stata effettuata l’analisi di 
sequenziamento, esclusivamente, per la conferma dei campioni risultati positivi per il 
gene codificante la tossina trh. 
La procedura utilizzata era basata, sul metodo di sequenziamento del DNA secondo 
Sanger, con rivelazione mediante fluorescenza ed elettroforesi capillare e, su quanto 
descritto nella procedura operativa ―PRT.ANMBV.202‖, interna all’Istituto 
Zooprofilattico Sperimentale dell’Umbria e delle Marche, dove sono state svolte le 
analisi. 
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I campioni di DNA, precedentemente purificati, sono sottoposti alla reazione di 
sequenziamento tramite metodo automatizzato (sequenziatore automatico ABI Prism 
310 Genetic Analyzer), che permette di determinare la sequenza di un DNA, utilizzando 
un unico primer e di ddNTPs che bloccano la polimerizzazione a livello di basi 
specifiche. Nella miscela di reazione si inseriscono il DNA da sequenziare, un singolo 
primer, una DNA polimerasi termostabile, dNTPs e ddNTPs. Ad ogni ddNTP è legato 
un determinato fluoroforo, che caratterizza la base a cui è stato legato, ed emette una 
radiazione fluorescente ad una lunghezza d’onda caratteristica. L’utilizzo di un enzima 
termostabile permette di ripetere la reazione più volte e, in questo modo, può essere 
automatizzata in un thermal cycler. 
I prodotti di reazione, una volta purificati, vengono separati tramite un sistema ad 
elettroforesi capillare, dotato di un rilevatore per le fluorescenze emesse, che vengono 
canalizzate e separate da uno spettrografo in 
funzione della lunghezza d’onda. Tali 
segnali vengono raccolti dal software di 
acquisizione, che elabora i dati, generando 
un elettroferogramma (Figura n.6).                    
La metodica è suddivisa in 4 fasi successive: 
· Purificazione e quantificazione dei prodotti 
di PCR: 
la purificazione dei prodotti di PCR, è stata 
effettuata, utilizzando un kit di purificazione 
(High Pure PCR Product Pufication kit, 
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Roche). In seguito, sul prodotto purificato, si è svolta la determinazione fotometrica, per 
calcolare e registrare la concentrazione del DNA espressa in μg/ml. 
· Reazione di sequenziamento: 
Sono state allestite le reazioni, utilizzando il kit ABI Prism® BigDye® Terminator,  
ottenendo un volume finale di 20 μl: 
 8 μl di Ready Reaction Mix,  
 3,2 μl  di primer, 
 3.8 μl  di acqua per biologia molecolare o bidistillata, 
 5 μl  di prodotto di PCR purificato 
 Una volta allestite le reazioni, vengono incubate nel termociclatore impostando il 
programma di sequenziamento (Tab. n. 10).  




· Purificazione dei prodotti di sequenziamento: nella prima fase di precipitazione, si 
aggiunge ad ogni reazione, 80 μl  di una soluzione contenente acqua per PCR, Sodio 
Acetato ed etanolo 95% e, dopo aver rimescolato al vortex, si lascia precipitare il DNA, 
a temperatura ambiente per almeno 15 minuti. 
Temperature Tempi Cicli 
96°C 1 min 1 ciclo 
96°C 10 sec  
25 50°C 5 sec 
60°C 4 min 
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Si fanno centrifugare per 20 min le provette e si aspira il surnatante, si aggiungono 250 
μl  di etanolo 70% e si ripete l’operazione fino ad aspirare il surnatane; infine, si 
risospende il pellet in 25 μl  di formamide e si centrifuga. 
· Elettroforesi capillare: l’analisi in elettroforesi capillare,viene eseguita con il 
sequenziatore automatico ABI Prism 310. Vengono allestite le provette (tubi) per il 
caricamento del sequenziatore e disposte nel supporto  
identificato con coordinate di tipo alfanumerico. Si trasferiscono i campioni nei tubi e si 
avvia sul Thermal Cycler, la denaturazione dei campioni a 95°C ed il successivo 
raffreddamento a +4°C. Infine, si posizionano i campioni nel sequenziatore e si da 
l’avvio al programma automatico. Per effettuare l’analisi delle corse, si visualizzano gli 
elettroferogrammi prodotti e vengono confrontate le sequenze ottenute, con la sequenza 
Genbank AF378099, del gene per l’emolisina associata alla TDH  (trh) di V. 
parahaemolyticus IF Vp22, depositata nella banca dati del National Center for 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 
Isolamento e identificazione di Vibrio parahaemolyticus secondo il metodo ISO/TS 
21872-1:2007 e conferma biochimica tramite il sistema VITEK   
Dalle analisi colturali effettuate sui campioni di molluschi prelevati dalle diverse ASL 
della Sardegna nel corso del 2013, su un totale di 1079 campioni sono risultati positivi 
per V. parahemolyticus n. 38 campioni (3,5%), di cui n. 35 (92,1%) relativi alle attività 
di monitoraggio e n. 3 campioni (7,9%), relativi alle attività di controllo ufficiale alla 
commercializzazione (Tab. n.11 e grafico n.1).  
Dall’analisi sulla provenienza dei campioni è possibile evidenziare che i campioni 
positivi per V. parahemolyticus provenivano per il 31,6% dalla ASL di Oristano, per il 
31,6%  da Cagliari, per il 26,2% da Olbia, per il 5,3% da Sassari e per il 5,3% da 
Lanusei (Grafico n.2). Nei campioni prelevati dalle altre ASL (Nuoro, Sanluri e 
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Tabella n. 11 – Prevalenza di V. parahaemolyticus nei campioni prelevati nel 2013 













positivi e % 
campioni  
monitoraggio 
positivi e % 
campioni  
positivi 
totali e % 
N.1 SASSARI 61 61 0 2 3,3% 0 0 2 3,3% 
N.2 OLBIA 351 69 212 0 0 10 4.7% 10 2,8% 
N.3 NUORO 40 31 9 0 0 0 0 0 0% 
N.4 LANUSEI 70 12 58 0 0 2 3,5% 2 2,9% 
N.5 
ORISTANO 
185 43 142 1 2,3% 11 7,8% 12 6,5% 
N.6 SANLURI 10 10 0 0 0 0 0 0 0% 
N.7 
CARBONIA 
27 18 9 0 0 0 0 0 0% 
N.8 CAGLIARI 335 81 254 0 0 12 4,7% 12 3,6% 
Tot.  
campioni 








distribuzione campioni positivi 2013
campioni monitoraggio campioni CU
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Relativamente ai campioni prelevati durante l’attività di Vigilanza alla 
commercializzazione sono state riscontrate, come accennato, n. 3 positività, di cui n. 2 
relative ad esercizi commerciali della ASL di Sassari e i campioni erano rappresentati 
da vongole (Tapes semidecussatus) e n. 1 campione di mitili proveniente da Arborea. 
Nell’ambito della attività di Monitoraggio in allevamento, sempre per l’anno 2013, la 
positività per V. parahaemolyticus è stata rilevata  in differenti siti di campionamento e 
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Tabella n. 12 - Positività per V. parahaemolyticus in campioni di molluschi bivalvi 
vivi prelevati dalle AA.SS.LL della Sardegna nell’ambito delle attività di 





Specie M. E. L. ASL 
competenza 
Sito prelievo Classificazione area 
di raccolta 








3 Gennaio  Mytilus 
galloprovincialis 
Lanusei Stagno Tortolì  Monitoraggio 
(Classe B) 
4 Gennaio  Mytilus 
galloprovincialis 
Lanusei Stagno Tortolì  Monitoraggio 
(Classe B) 




















10 Febbraio  Mytilus edulis Cagliari Laguna S.Gilla Monitoraggio 
(Classe B) 
11 Febbraio  Mytilus 
galloprovincialis 
Oristano Capo S.Marco  Stabulazione 
(Classe A) 
12 Febbraio  Mytilus 
galloprovincialis 
Olbia Seno Cocciani  Monitoraggio 
(Classe B) 
13 Febbraio  Mytilus 
galloprovincialis 
Olbia Seno Cocciani  Monitoraggio 
(Classe B) 


































21 Aprile Mytilus 
galloprovincialis 
Cagliari Santa Gilla 
zona sud  
Monitoraggio 
(Classe B) 
22 Aprile Mytilus 
galloprovincialis 
Cagliari Santa Gilla 
zona sud  
Monitoraggio 
(Classe B) 
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Specie M. E. L. ASL 
competenza 
Sito prelievo Classificazione area 
di raccolta 
23 Aprile Mytilus 
galloprovincialis 
Cagliari Santa Gilla 
zona sud  
Monitoraggio 
(Classe B) 
24 Aprile Mytilus edulis Cagliari Stagno Feraxi  Monitoraggio 
(Classe B) 




26 Maggio Tapes decussatus Oristano Sena Arrubia  Monitoraggio 
(Classe B) 
27 Maggio Tapes decussatus Oristano Sena Arrubia  Monitoraggio 
(Classe B) 




















31 Dicembre Mytilus 
galloprovincialis 




32 Dicembre Mytilus 
galloprovincialis 




33 Dicembre Mytilus 
galloprovincialis 




34 Dicembre Mytilus 
galloprovincialis 
Oristano Capo S.Marco  Stabulazione 
(Classe  A) 
35 Dicembre Mytilus 
galloprovincialis 
Oristano Capo S.Marco  Stabulazione 
(Classe  A) 
36 Gennaio Mytilus 
galloprovincialis 
Oristano Arborea CU 
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Tra gli organismi sottoposti ad analisi, le ostriche meritano una valutazione a parte, in 
quanto rappresentano un veicolo a maggiore rischio sanitario a causa della abitudine 
radicata di consumare crudi tali molluschi. Tra i campioni prelevati nel corso del 2013 
(1079 campioni), n.40 erano rappresentati da ostriche, di cui n.34 campioni prelevati 
nell’ambito del Monitoraggio in allevamento e n.6 nell’ambito della Vigilanza. Nei 
campioni prelevati durante l’attività di Vigilanza alla commercializzazione non sono 
state  riscontrate positività mentre è emersa una sola positività per  V. parahaemolyticus  
nei campioni relativi al piano di monitoraggio di uno degli allevamenti della zona di 
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Tabella n. 13 - Positività per V. parahaemolyticus in campioni di ostriche prelevati 
dalle AA.SS.LL della Sardegna nell’ambito delle attività di Monitoraggio e 
Vigilanza nel 2013  
 n. campioni V. parahaemolyticus 
positivi 
% positività 
MONITORAGGIO  34 1 2.9 
VIGILANZA  6 0 0 




Parametri ambientali delle acque di allevamento 
Relativamente ai campioni risultati positivi, sono stati riportati nella Tabella n. 14, i 
parametri relativi alle caratteristiche delle acque al momento del prelievo. I parametri 
ricercati, comprendevano la temperatura dell’acqua, il pH, la percentuale di salinità, 






frequenza isolamento V. parahaemolyticus
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Tabella n. 14 - Campioni positivi per V. parahaemolyticus nel 2013. Parametri 

























2 Gennaio  9,0 8,10 34,62 98,21 1,00 
3 Stagno 
Tortolì  
4 Gennaio  11,3 8,58 33,20 99,42 1,00 
4 Stagno 
Tortolì  




















8 Febbraio  10,0 8,20 35,80 91,20 1,50 
10 Laguna 
S.Gilla 
8 Febbraio  14,0 8,56 38,10 89,56 1,00 
11 Capo 
S.Marco  
5 Febbraio  13,3 8,03 33,50 88,50 3,00 
12 Seno 
Cocciani  
2 Febbraio  12,6 8,45 36,90 92,00 3,00 
13 Seno 
Cocciani  












2 Marzo 12,0 7,90 38,55 101,00 1,00 
17 Stagno 
S.Teodor
2 Marzo 12,0 7,90 38,55 101,00 1,00 
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8 Marzo 10,6 8,04 38,65  1,50 
21 Santa 
Gilla 
zona sud  
8 Aprile 15,6 8,23 37,69 84,30 1,00 
22 Santa 
Gilla 
zona sud  
8 Aprile 15,6 8,23 37,69 84,30 1,00 
23 Santa 
Gilla 
zona sud  
8 Aprile 15,6 8,23 37,69 84,30 1,00 
24 Stagno 
Feraxi 
8 Aprile 18,0    1,0 
25 Loc. Su 
Calvone  
2 Maggio 16,0 8,00 36,52 100,30 1,50 
26 Sena 
Arrubia  
5 Maggio 17,00     
27 Sena 
Arrubia  


























11,0 8,60 36,90 86,22 1,00 
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13,0 8,75 37,50 98,65 2,00 
 
Per l’anno 2014, nel periodo compreso tra gennaio e maggio, sono stati processati per la 
ricerca di V. parahaemolyticus un totale di n. 541 campioni, di cui 401 provenienti dal 
piano di monitoraggio degli allevamenti e n. 140 nell’ambito della Vigilanza alla 
commercializzazione.  
Dalle analisi colturali effettuate sui campioni di molluschi raccolti dalle ASL della 
Sardegna nel corso del 2014 (Gennaio - Maggio), su un totale di 541 campioni sono 
risultati positivi per  V. parahemolyticus n. 6 campioni (1,1%), di cui n. 5 campioni 
relativi al piano di monitoraggio e n. 1 campione al controllo ufficiale (Tab. n.15). 
Relativamente ai campioni prelevati durante l’attività di Vigilanza alla 
commercializzazione, è stato  riscontrato un solo caso di positività in un campione di 
mitili proveniente da un esercizio all’ingrosso di prodotti ittici della ASL di Nuoro. 
Nell’ambito dell’attività di monitoraggio la positività per V. parahaemolyticus è stata 
rilevata  in differenti siti di campionamento e le specie di molluschi bivalvi coinvolte 
erano rappresentate da Tapes decussatus (n. 3 campioni) e Mytilus galloprovincialis (n. 
2 campioni) (Tab. n.16).  Dall’analisi sulla provenienza dei campioni è possibile inoltre 
evidenziare che i campioni positivi per V. parahemolyticus provenivano per il 33,3% da 
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Nuoro, per il 33,3% da Oristano, per il 16,7% da Lanusei e per il 16,7% da Cagliari 
(Grafico n.5). 
Tabella n. 15 - numero di positività nei campioni prelevati da ciascuna ASL nel 

























36 36 0 0 0% 0 0% 0 0% 
N.2 OLBIA 112 22 90 0 0% 0 0% 0 0% 
N.3 
NUORO 
30 18 12 1  5,6% 1  8,3% 2 6,7% 
N.4 
LANUSEI 
36 4 32 0 0% 1  3,1% 1 2.8% 
N.5 
ORISTANO 
100 14 86 0 0% 2  2,3% 2 2% 
N.6 
SANLURI 




29 13 16 0 0% 0 0% 0 0% 
N.8 
CAGLIARI 
194 29 165 0 0% 1  0,6% 1 0,5% 
Tot.  
campioni 
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Tabella n. 16 - Positività per V. parahaemolyticus in campioni di molluschi bivalvi 
vivi prelevati dalle AA.SS.LL della Sardegna nell’ambito delle attività di 







Specie M. E. L. ASL 
competenza 
Sito prelievo Classificazione 
area di raccolta 






2 Aprile  Tapes 
decussatus 
Oristano 
S’Ena Arrubia  
Monitoraggio 
(Classe B) 
















5 Maggio  Tapes 
decussatus 




















provenienza campioni positivi 2014
N.3 NUORO N.4 LANUSEI N.5 ORISTANO N.8 CAGLIARI
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Conferma biomolecolare tramite PCR e analisi di sequenziamento del DNA 
I ceppi relativi ai piani di campionamento dell’anno 2013, che alle prove di 
identificazione biochimica tramite Vitek, sono risultate positive per V. 
parahaemolyticus, hanno costituito una ceppoteca che è stata inviata presso il 
Laboratorio Nazionale di Riferimento per il Controllo Batteriologico dei Molluschi 
Bivalvi (CEREM), dell’Istituito Zooprofilattico Sperimentale dell’Umbria e delle 
Marche, con sede ad Ancona. In tale sede i campioni sono stati sottoposti alle prove di 
identificazione molecolare, tramite procedura di PCR e analisi di sequenziamento dei 
prodotti di PCR. 
I ceppi relativi ai piani di campionamento del primo periodo del 2014 (Gennaio - 
Maggio), sono ancora in fase di caratterizzazione presso il Centro di Referenza, per cui i 
dati non sono al momento disponibili. 
I risultati sono stati espressi nella seguente modalità: 
· I campioni che hanno presentato una banda da 368 bp dopo l’amplificazione 
della sequenza toxR sono stati identificati come V. parahaemolyticus specie-
specifico; 
- I campioni di V. parahaemolyticus che hanno mostrato una banda da 373 bp, 
dopo l’amplificazione della sequenza del gene codificante la tossina tdh, sono 
stati considerati V. parahaemolyticus tdh+; 
- I campioni di V. parahaemolyticus che hanno presentato una banda da 250 bp, 
dopo l’amplificazione della sequenza del gene codificante la tossina trh, sono 
stati considerati V. parahaemolyticus trh+. 
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Tutti i ceppi che sono risultati positivi, esclusivamente al gene toxR , sono stati 
identificati come  V. parahaemolyticus (specie-specifico) mentre, i ceppi che hanno 
presentato, almeno uno dei due fattori di patogenicità, nel corredo genetico, sono stati 
sottoposti ad ulteriori prove: 
- in caso di positività del gene codificante la tossina tdh, è stata effettuata la 
ricerca del gene toxRS gruppo-specifico, di V. parahaemolyticus pandemico; 
infatti un isolato che possiede entrambi i geni (tdh e toxRS) può essere correlato 
al clone pandemico (Matsumoto C. et al., 2000;  Velazquez-Roman J. et al., 
2014); 
- i campioni risultati positivi, per il gene codificante la tossina trh, sono stati 
ulteriormente confermati tramite sequenziamento genico (Serracca L. et al., 
2010), al fine di valutare l’identità della sequenza ottenuta, con una delle 
sequenze note, del gene per l’emolisina associata alla TDH  (trh) di V. 
parahaemolyticus, depositate in banca dati (NCBI). 
Dall’esame dei risultati (Tab. n.17) è emerso che i n.38 ceppi isolati ed identificati 
fenotipicamente sono stati confermati appartenere a V. parahaemolyticus (presenza gene 
toxR specie-specifico). 
Dei 38 ceppi di V. parahaemolyticus, n. 5 (13,2%) sono risultati positivi alla presenza 
del gene tdh, anche se nessuno è risultato positivo al gene toxRS, quindi correlato al 
clone pandemico ―O3:K6 e sierovarianti‖ e nessuno degli isolati ha presentato, 
contemporaneamente, entrambi i fattori di virulenza TDH e TRH. Inoltre, 10 ceppi 
(26,3%) sono risultati positivi alla presenza del gene trh e sottoposti a conferma tramite 
sequenziamento, da cui è emersa un’identità del 100% con due sequenze geniche note: 
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 n.4 ceppi, 100% di identità (212/212bp) con la sequenza Genbank JF730306 del 
gene per l’emolisina associata alla TDH (trh) di V. parahaemolyticus PM290; 
 n.6 ceppi, 100% identità (212/212bp) alla sequenza Genbank AF378099 del 
gene per l’emolisina associata alla TDH (trh) di V. parahaemolyticus IF Vp22; 
Specificando per tipologia di M. E. L. coinvolto, possiamo affermare che, nei ceppi 
isolati dai campioni prelevati nell’ambito della Vigilanza alla commercializzazione, non 
è stata riscontrata la presenza di fattori di patogenicità (tdh e trh). 
Nei campioni provenienti dal Monitoraggio in allevamento, dai n. 26 ceppi isolati dai 
mitili, un numero di 16 (61,5%) non ha manifestato i geni per i fattori di patogenicità, 
n.3 (11,5%) sono risultati positivi per il gene codificante la tossina tdh e n.7 sono 
risultati positivi alla presenza del gene trh (n.2 (7,7%) sequenza JF730306 e n.5 (19,3%) 
sequenza AF378099). Tra gli 8 ceppi isolati dalle vongole (monitoraggio), positivi per 
V. parahaemolyticus, n.2 sono risultati positivi per il gene tdh e n.2 per trh (sequenza 
JF730306) mentre l’unico ceppo isolato dalle ostriche, ha mostrato il 100% identità 
(212/212bp) alla sequenza Genbank AF378099 del gene per l’emolisina associata alla 
TDH (trh) di V. parahaemolyticus IF Vp22 (Grafico n.6). 
Tabella n. 17- risultati conferma biomolecolare 
Num. Specie M. E. L. 
Gene 
toxR 




trh: % identità 
1 T. decussatus presenza presenza assenza assenza - 
2 T. decussatus presenza presenza assenza assenza - 
3 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
4 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
5 M. edulis presenza presenza assenza assenza - 
6 M. edulis presenza presenza assenza assenza - 








9 M. edulis presenza assenza presenza - 100% 
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Num. Specie M. E. L. 
Gene 
toxR 




trh: % identità 
(JF730306)* 
10 M. edulis presenza assenza assenza - - 
11 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
12 
M.galloprovincialis 










presenza assenza presenza - 
100% 
(AF378099)** 
15 T. decussatus presenza assenza assenza - - 
16 T. decussatus presenza assenza assenza - - 
17 T. decussatus presenza assenza assenza - - 
18 T. decussatus presenza assenza assenza - - 
19 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
20 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
21 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
22 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
23 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
24 M. edulis presenza assenza assenza - - 
25 
Cr. gigas 










presenza assenza presenza - 
100% 
(JF730306)* 
28 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
29 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
30 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
31 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
32 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
33 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
34 
M.galloprovincialis 





presenza assenza presenza - 
100% 
(AF378099)** 
36 M.galloprovincialis presenza assenza assenza - - 
37 T. semidecussatus presenza assenza assenza - - 
38 T. semidecussatus presenza assenza assenza - - 
* Analisi di sequenziamento trh:100% identità (212/212bp) alla sequenza Genbank JF730306 del gene per 
l’emolisina associata alla TDH (trh) di V. parahaemolyticus PM290; 
**Analisi di sequenziamento trh:100% identità (212/212bp) alla sequenza Genbank AF378099 del gene per 
l’emolisina associata alla TDH (trh) di V. parahaemolyticus IF Vp22; 
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gene toxR e trh+ 
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sequenza JF730306 
gene toxR e tdh +
gene toxR
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CONCLUSIONI 
Vibrio parahaemolyticus è considerato un patogeno emergente facente parte della 
microflora autoctona delle acque marine costiere; i prodotti ittici, ed in particolare i 
molluschi bivalvi, ne rappresentano il principale veicolo di trasmissione.  
Il Reg. CE 2073/2005 e smi non include i Vibrioni patogeni nell’ambito dei criteri di 
sicurezza alimentare nel pesce e nei frutti di mare ma raccomanda l’istituzione di codici 
di condotta per garantire l’applicazione di buone prassi igieniche.  
I dati bibliografici internazionali riportano un aumento degli outbreaks da V. 
parahaemolyticus e la diffusione del ceppo con caratteristiche pandemiche O3: K6tdh+, 
nonché un aumento della presenza di V. parahaemolyticus anche negli alimenti della 
filiera del mare, in particolare nelle ostriche.  
Nonostante le segnalazioni degli ultimi anni, in Italia questo microrganismo non viene 
ricercato routinariamente nei laboratori di microbiologia, né esistono normative che 
sanciscano limiti di accettabilità nei campioni alimentari destinati all’uomo e per questi 
motivi si dispone attualmente di poche informazioni sulla sua distribuzione ambientale.  
Alla luce di queste evidenze l’obiettivo generale della ricerca è stato quello di acquisire 
informazioni aggiornate relativamente alla distribuzione  di V. parahaemolyticus nei 
molluschi bivalvi del mare e nelle acque marine sarde. 
 Come riportato nei risultati (Tab. n. 11), nel 2013 su un totale di 1079 campioni di 
molluschi bivalvi analizzati sono risultati positivi per V. parahaemolyticus n. 38 
campioni, di cui n. 35 campioni nell’ambito delle attività monitoraggio e n. 3 
nell’ambito dell’attività Vigilanza. In relazione alla tipologia di prodotto, è stata 
riscontrata positività in n. 8 campioni di Tapes decussatus, n. 2 di Tapes 
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semidecussatus, n. 20 di Mytilus galloprovincialis, n. 7 di Mytilus edulis e in n. 1 
campione di Cassostrea  gigas  (Tab. n. 12). 
Relativamente alla stagionalità, è stata riscontrata positività per V.parahaemolitycus nel 
periodo invernale (Dicembre, Gennaio, Febbraio) e primaverile (Marzo, Aprile, 
Maggio), con una temperatura minima dell’acqua pari a 9°C nel mese di Gennaio, e una 
temperatura massima dell’acqua di 20°C nel mese di Maggio (Tab. n. 12 e Tab. n. 14). 
Per quanto riguarda le zone interessate dalle positività, queste ricadono nell’ambito dei 
territori delle ASL di Sassari, Olbia, Lanusei, Oristano e Cagliari.  
Le positività riscontrate a seguito della identificazione fenotipica, sono state 
successivamente confermate dalle prove biomolecolari.  
Dei 38 ceppi di V. parahaemolyticus, identificati per la presenza del gene toxR specie-
specifico, possiamo affermare che n. 3 (isolati dai campioni prelevati nell’ambito della 
Vigilanza alla commercializzazione), non presentavano i geni che codificano per i 
fattori di patogenicità tdh e trh. 
Dei 35 ceppi isolati da campioni prelevati nell’ambito delle attività di Monitoraggio, n. 
20 (16 mitili e 4 vongole) non presentavano i geni per i fattori di patogenicità, n. 5 (3 
mitili e 2 vongole) sono risultati positivi per il gene codificante la tossina tdh e n. 10 (7 
mitili, 2 vongole e 1 di ostriche) sono risultati positivi per la presenza del gene trh , 
manifestando il 100% di identità con una delle due sequenze geniche note depositate su 
NCBI (n. 4 per JF730306 e n.6 per AF378099).  
Come si evidenzia nella Tabella n. 15, nel periodo compreso tra i mesi di Gennaio e di 
Maggio 2014, sono stati analizzati n. 541 campioni di molluschi bivalvi, di cui 140 
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nell’ambito della Vigilanza e 401 nell’ambito del Monitoraggio. Sono stati riscontrati 
complessivamente n. 6 campioni positivi (5 monitoraggio e 1 vigilanza) per presenza di 
V. parahaemolyticus e di questi n. 2 nel mese di Aprile e 4 nel mese di Maggio. 
Relativamente alla tipologia di campione, n. 3 appartenevano alla specie Mytilus 
galloprovincialis e 3 alla specie Tapes decussatus (Tab. n. 16).   
I risultati ottenuti nel presente lavoro suggeriscono la necessità di effettuare un 
monitoraggio per la ricerca di Vibrio parahaemolyticus esteso alla diverse tipologie di 
molluschi bivalvi provenienti da tutte le zone di allevamento della Sardegna, nel corso 
di tutti i mesi dell’anno.  
Alla luce di tali considerazioni si può concludere che V. parahaemolyticus rappresenta 
un problema sanitario emergente e sarebbe auspicabile, considerato l’incremento degli 
scambi internazionali di prodotti della pesca, l’inserimento di questo microrganismo nei 
programmi di monitoraggio delle aree di raccolta dei molluschi bivalvi e nell’ambito dei 
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